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KAZALO SHEM  




Von Willebrandova bolezen (VWB) je najpogostejša prirojena bolezen strjevanja krvi. V 
večini primerov se deduje avtosomno dominantno in v enakem obsegu prizadene oba spola. 
V redkih primerih najtežje oblike pa je dedovanje recesivno. Diagnostika te bolezni je 
kompleksna. Pogovoru z bolnikom in kliničnemu pregledu sledijo osnovne in specialne 
laboratorijske preiskave za opredelitev VWB. Aktivnost VWF lahko merimo z več 
metodami. V Specializiranem hematološkem laboratoriju Kliničnega oddelka za 
hematologijo, Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani (SHL KOH UKCL), so 
aktivnost VWF do sedaj določali s sposobnostjo vezave trombocitov po standardni 
ristocetinski (RCo) metodi z agregometrom, ki pa je zamudna. V okviru magistrske naloge 
smo uvedli novejšo, avtomatizirano različico metode RCo, in sicer test VWF:GP1bR. Z njim 
smo analizirali obstoječe vzorce bolnikov (N = 50) in opravili primerjavo rezultatov z 
metodo za določitev aktivnosti VWF z ristocetinom (RCo). Klinično je metoda pomembna 
predvsem pri bolnikih z zmanjšano aktivnostjo VWF, kjer je diagnostika težja. Zato smo 
med 50 izbranimi vzorci tudi ločeno obravnavali tiste z zmanjšano aktivnostjo VWF. Na 
osnovi statistično analiziranih podatkov smo zaključili, da je novo uvedena metoda 
VWF:GP1bR sprejemljiva in primerna za prenos v vsakdanjo klinično prakso, saj izpolnjuje 
zastavljene analitične in klinične kriterije (nenatančnost v seriji in med serijami pri 
normalnih vrednostih aktivnosti VWF (KV < 5,5 %), pri nizkih vrednostih aktivnosti VWF 
(KV < 7 %)) in je v primerjavi z metodo RCo avtomatizirana. Z njeno uporabo pridemo 
hitreje do zanesljivih rezultatov, pri čemer je tudi natančnejša in cenejša od metode RCo. 
Rezultati obeh primerjanih metod so močno povezani oz. se ujemajo. Metoda VWF:GP1bR 
je povsem primerljiva tudi z metodo VWF:Ab oz. VWF:GP1b, ki jo za določanje aktivnosti 
VWF prav tako uporabljajo v SHL KOH UKCL. 
 
KLJUČNE BESEDE: 
aktivnost von Willebrandovega faktorja, von Willebrandova bolezen, metoda RCo, 







Von Willebrand disease (VWD) is one of the most common congenital blood clotting 
diseases. It is mostly inherited in an autosomal manner, which means it affects both sexes 
equally. Rarely and in the more severe forms of the disease, it can be passed on in a recessive 
manner. The diagnosis of VWD is complex. Detailed medical anamnesis and patients' 
histories follow, along with basic and specific laboratory tests for determining VWD. 
Activity of VWF is possible to measure using different types of tests. The method which is 
currently used in the Specialized Hematology Laboratory of the Clinical Department of 
Hematology of the University Medical Center in Ljubljana (SHL KOH UKCL) is based on 
a standard ristocetin cofactor assay (RCo) measured by platelet aggregation and is 
particularly time consuming. The aim of this master's thesis was to introduce a new 
automated version of the ristocetin cofactor assay (VWF:GP1bR) into the laboratory. 
Existing samples of patients (N = 50) were analysed and we then compared the results found 
to those previously determined using the current RCo method. Clinically, the method is 
particularly important in patients with reduced VWF activity and the diagnosis is more 
difficult; therefore, we made a separate analysis for these samples. Based on a statistically 
processed data, we concluded that the new method VWF:GP1bR is acceptable for transfer 
to daily clinical practice, as the pre-defined clinical and analytical endpoints are met (within 
and between series imprecision for normal VWF activity (CV < 5,5 %) and for low VWF 
activity (CV < 7 %)). In contrast to the former RCo method by aggregometer, the new 
method VWF:GP1bR is automated; with it, a reliable result is achieved much faster and it is 
more accurate and less costly. At the same time, the methods strongly correlate and match. 
The new method VWF:GP1bR also corresponds to the results found using the method 
VWF:GP1b / VWF:Ab which is also used for measuring VWF activity in the laboratory: 
SHL KOH UKCL. 
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SEZNAM OKRAJŠAV  
 
APTČ   aktivirani parcialni tromboplastinski čas 
AVWS pridobljena von Willebrandova bolezen (angl. acquired von 
Willebrand syndrome) 
F VIII   koagulacijski faktor VIII 
FVIII:C  aktivnost koagulacijskega faktorja VIII 
GP1bR  receptor za glikoprotein 1b 
HAMA  človeška proti-mišja protitelesa (angl. human antimouse antibodies) 
HMWM veliki multimeri von Willebrandovega faktorja (angl. high-
molecular-weight multimers) 
IL proizvajalec Instrumentation Laboratory 
ISTH Mednarodno združenje za trombozo in hemostazo (angl. 
International Society for Thrombosis and Haemostasis) 
IZ   interval zaupanja 
KS    krvna skupina 
KV   koeficient variacije 
LIS   laboratorijski informacijski sistem 
LOD   meja detekcije (angl. limit of detection) 
LOQ   meja kvantifikacije (angl. limit of quantification) 
LR+   razmerje verjetja za pozitiven izid 
LR–   razmerje verjetja za negativen izid 
NNV   negativna napovedna vrednost 
PČ   protrombinski čas 
PNV   pozitivna napovedna vrednost 
 viii 
 
RCo    ristocetinski kofaktor  
RF   revmatoidni dejavnik 
RIPA z ristocetinom sprožena trombocitna aglutinacija (angl. ristocetin-
induced platelet agglutination) 
ROC   angl. Receiver operating characteristic 
rs   Spearmanov koeficient korelacije 
RV   referenčne vrednosti 
SD   standardni odmik 
SHL KOH UKCL Specializirani hematološki laboratorij Kliničnega oddelka za 
hematologijo, Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani 
SOP    standardni operativni postopek 
VWB   von Willebrandova bolezen 
VWF   von Willebrandov faktor 
VWF:Ag  antigen von Willebrandovega faktorja 
VWF:CB  sposobnost vezave von Willebrandovega faktorja na kolagen 
VWF:RCo test aktivnosti von Willebrandovega faktorja posredovane z 
ristocetinom ter intaktnimi trombociti 










1.1 Zgodovina von Willebrandove bolezni 
Bolezen je leta 1926 prvič opisal Erik von Willebrand, ko je na finskem otočju Åland v 
Baltskem morju raziskoval primer petletne deklice Hjӧrdis. Ta je imela znake nepojasnjenih 
krvavitev, ki so bile v njeni družini že stalnica. Pogoste epistakse (krvavitve iz nosu) sta 
imela oba starša, znake krvavitev pa kar osem od enajstih otrok. Štiri njene sestre so celo 
umrle zaradi nekontroliranih krvavitev. Tudi Hjӧrdis je umrla ob svoji četrti menstruaciji 
(1). Sprva so to bolezen poimenovali psevdohemofilija zaradi podobnih kliničnih znakov s 
hemofilijo, vendar je Erik von Willebrand opozoril, da ne gre za enako bolezen. To je 
podkrepil z dejstvom, da pri tej bolezni enako pogosto zbolevajo tako ženske kot moški, kar 
ne velja za hemofilijo (2). Erik von Willebrand je nato leta 1933 skupaj s svojim berlinskim 
kolegom Rudolfom Jürgensom objavil članek, v katerem sta prvič opisala znake novoodkrite 
bolezni, ki je, kot rečeno, simptomatsko zelo podobna hemofiliji (3). Za težje oblike von 
Willebrandove bolezni velja, da se pogosteje izrazijo pri otrocih, katerih starši so v bližnjem 
sorodstvu (4).  
1.2 Von Willebrandova bolezen 
Von Willebrandova bolezen (VWB) je najpogostejša dedna motnja strjevanja krvi, ki 
prizadene približno 1 % prebivalstva, pri čemer pa ima klinično izraženo bolezen le 0,01 % 
populacije. To je leta 1987 pokazala epidemiološka študija, ki so jo izvedli v severni Italiji, 
in v katero so vključili 1218 najstnikov (5). Najpogosteje se deduje avtosomno dominantno, 
huda oblika (tip 3) pa avtosomno recesivno. Kot smo že omenili prizadene VWB enako 
pogosto oba spola, vendar pa jo, zaradi narave krvavitev, kot so menoragije, nosečnosti in 
porodi, pri ženskah pogosteje zaznajo (6). Klinično se bolezen izrazi predvsem s krvavitvami 
iz nosu (epistakse), povrhnjimi kožnimi krvavitvami (ekhimoze), hematomi, ki imajo videz 
modric, ter preobilnimi ali dolgotrajnimi menstruacijami (menoragije), ki pogosto 
povzročajo anemijo zaradi pomanjkanja železa. Pri lažjih oblikah bolezni so krvavitve 
običajno sluznične, včasih težko opazne, bolniki pa pogosto niti ne vedo, da imajo VWB, 
dokler npr. na njih ne opravijo kakega invazivnega posega (odstranitev zob, porod, ipd.), po 
katerem krvavijo močneje in dlje časa kot zdravi ljudje. Pri težjih oblikah bolezni lahko 
bolniki krvavijo tudi v sklepe, tako kot bolniki s hemofilijo (6).  




Glavni vzrok bolezni je bodisi kvalitativna ali kvantitativna (pogostejša) okvara von 
Willebrandovega faktorja (VWF), ki je odgovoren za ustrezno strjevanje krvi. Okvara VWF 
povzroča moteno adhezijo in agregacijo trombocitov ter zmanjšano aktivnost faktorja VIII 
(F VIII) (7). Znaki bolezni se razlikujejo glede na prizadetost VWF. Zanimivo pa je, da 
bolniki z enakimi mutacijami v genu za VWF nimajo enako izraženih znakov bolezni celo 
znotraj iste družine (6).  
Obstajajo trije tipi VWB, ki jih ločimo na podlagi laboratorijskih testov (razdelitev VWB je 
prikazana v Preglednici I) (7). Bolezni tipa 1 in 3 sta posledici kvantitativne okvare VWF z 
delnim (tip 1) ali popolnim pomanjkanjem (tip 3) proteina za VWF, medtem ko je pri tipu 2 
prizadeta funkcija VWF. Tip 1 je najpogostejša oblika VWB, ki v povprečju prizadene 70–
80 % bolnikov (8). Deduje se avtosomno dominantno, bolniki pa imajo blage sluznične 
krvavitve (2). Tip 2 VWB lahko razdelimo na štiri podtipe: 2A, 2B, 2M in 2N. Tipu 2 pripada 
20 % kliničnih primerov VWB (8). Dedovanje je načeloma avtosomno dominantno, razen 
pri tipu 2N. Tip 2B je fenotipsko, podoben psevdoobliki VWB, saj se pri obeh pojavi rahla 
trombocitopenija zaradi povečane afinitete med trombociti in VWF. Razlika med tema 
dvema podtipoma je v tem, da je pri tipu 2B okvara na samem VWF, medtem ko je pri 
psevdoobliki okvarjen trombocitni receptor GP1b/GPIX (9). Tip 3 se deduje avtosomno 
recesivno in prizadene 5–10 % vseh bolnikov z VWB. Pri tipu 3 sta koncentracija antigena 
VWF (VWF:Ag) in posledično  tudi aktivnost F VIII (FVIII:C) skorajda nezaznavni (antigen 
< 0,03 E/mL in aktivnost F VIII < 0,05 E/mL). Nizka aktivnost F VIII je posledica 
pomanjkanja VWF, ki stabilizira F VIII. Bolniki imajo znake, podobne hemofiliji, za katere 













Preglednica I: Razvrstitev tipov VWB (10). 




70–80 %  
2A 
Zmanjšana adhezija 
VWF s trombociti zaradi 
odsotnosti velikih 
multimerov VWF  
20 %  
2B 















5–10 %  
 
Bolezen zdravijo na različne načine, glede na klinične težave. Pri tipu 1 uporabljajo 
dezmopresin (1-deamino-8-D-arginin-vazopresin), ki prehodno zveča ravni bolnikovega 
VWF in F VIII. Ta učinkovina pa ni uporabna pri bolnikih, ki imajo okvaro v molekuli VWF, 
in sicer pri večini bolnikov s tipom 2 VWB, poleg tega pa je neučinkovita tudi pri tipu 3. Pri 
tipih 2 in 3 VWB so zdravila izbora plazemski ali rekombinantni pripravki VWF in F VIII 
ter podporno zdravljenje z antifibrinolitikom (7).  
 
 




1.2.1 Zgradba VWF 
VWF je velik adheziven glikoprotein, ki kroži po krvi. Sintetizira se kot pred-proprotein v 
endotelijskih celicah žilne stene in v megakariocitih. Osnovna molekula VWF (260 kDa) 
tvori najprej dimere in nato multimere z veliko molekulsko maso (HMWM; angl. high-
molecular-weight multimers). Po nastanku v endotelijskih celicah potuje neposredno v 
plazmo s procesom eksocitoze, in sicer v oblikah, zgrajenih iz različnega števila podenot (2–
40; z molekularno maso od 500 do 20.000 kDa) (11). Deloma se v endotelijskih celicah 
shranjuje v Weibel-Paladijevih telescih. Za ustrezno funkcijo VWF morajo biti v plazmi 
prisotni dovolj veliki polimeri VWF, saj imajo ti več mest za vezavo s trombociti in drugimi 
celicami (7). VWF se nato lahko veže na kolagen, ki je izpostavljen ob poškodovanem 
žilnem endoteliju (12). VWF je lahko shranjen tudi v zrncih alfa znotraj trombocitov, ki 
lahko vsebujejo kar 20 % v plazmi prisotnega VWF (11).  
Zgradbo VWF prikazuje Slika 1.  
 
Slika 1: Prikaz domen von Willebrandovega proteina (9). VWF je sestavljen iz treh domen A, treh domen B, dveh domen C 
ter šestih domen D. Vsaka od navedenih domen je specifična za vezavo določene sestavine iz krvi. Zaporedje vseh domen 
skupaj je D1-D2-D′-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK; prirejeno po (9). 
 
Gen za VWF se pri ljudeh nahaja na kratki ročici kromosoma 12, in sicer na lokusu 12p13.3. 
Gre za veliki gen, ki je sestavljen iz 172 kilobaznih parov in kodira 52 eksonov z 2813 
aminokislinami (9). 
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1.2.2 Delovanje VWF 
VWF sodeluje v primarni in sekundarni hemostazi (Slika 2). V primarni omogoča adhezijo 
in agregacijo trombocitov na mestu poškodbe žilne stene. Veže se na kolagen, ki se izpostavi 
ob poškodovanem žilnem endoteliju, z druge strani pa pritrjuje trombocite. VWF torej tvori 
nekakšen most med trombociti in poškodovano žilno steno. Posredno pa vpliva tudi na 
sekundarno hemostazo, saj omogoča daljšo obstojnost F VIII, in sicer tako, da ga stabilizira 
in zaščiti pred razgradnjo. To doseže s tem, da se veže nanj ter ga pripelje na mesto poškodbe, 
kjer se nabirajo trombociti. F VIII se nato veže na trombocite in sodeluje pri nastanku strdka 
(11).  
Za vzdrževanje pravega hemostatskega procesa je potrebna ustrezna raven plazemskega 
VWF. Na regulacijo funkcije VWF vpliva več mehanizmov. Prvi je strižna sila, ki skupaj z 
agonisti VWF spremeni globularno obliko molekule v podaljšano oz. odprto obliko, z 
izpostavljenimi aktivnimi mesti. Drugi mehanizem je sama velikost multimerov VWF. 
Najučinkovitejši regulacijski dejavnik pa je proteaza ADAMTS13, ki skrajša molekulo 
VWF, saj ima sposobnost proteolitične razgradnje domene A2. Na funkcijo VWF lahko 
vplivajo tudi druge proteaze, vrednost pH okolja, dostopnost do njegovih tarč, itd. (13).  
VWF sodeluje tudi v procesih angiogeneze, je promotor proliferacije celic gladkega mišičja, 
sposoben je inducirati proces apoptoze, ter skupaj z levkociti sodeluje pri vnetnem odzivu 
organizma (13).   
 
Slika 2: Delovanje VWF; prirejeno po (14).  
 




1.3 Postavitev diagnoze pri von Willebrandovi bolezni 
Mnogokrat je težko ločiti med patološko in klinično neznačilno krvavitvijo. Za poenotenje 
diagnostike VWB so v zdravstvenem sistemu uvedli različne vprašalnike in ocenjevalne 
lestvice. Laboratorijske teste je smiselno naročati šele po fizičnem pregledu in pogovoru 
zdravnika z bolnikom. Za sum na VWB so potrebni podatki o krvavitvah tudi pri ožjih 
družinskih članih. Ob tem je prav tako zelo pomembna izkušenost zdravnika hematologa, 
saj lahko le s pravimi vprašanji pridobi želene odgovore, ki omogočajo, da lahko posumi na 
VWB.  
Najprej je potrebno narediti osnovne laboratorijske preiskave (krvna slika, biokemične 
preiskave in osnovni testi hemostaze). V krvni sliki je v primeru VWB lahko prisotna 
anemija zaradi pomanjkanja železa, število trombocitov pa je lahko normalno ali blago 
zmanjšano. Od biokemičnih preiskav nas zanimajo predvsem zaloge železa, ki so lahko 
zmanjšane. Od testov hemostaze je potrebno določiti protrombinski čas (PČ), aktivirani 
parcialni protrombinski čas (APTČ), zapiralne čase (ZČ), ter D-dimer in fibrinogen. V 
primeru bolezni lahko opazimo podaljšan APTČ zaradi pomanjkanja F VIII in podaljšana 
zapiralna časa ob pomanjkanju oz. moteni funkciji VWF. 
Ob sumu na VWB opravimo teste prvega reda, med katere sodijo: merjenje koncentracije 
antigena VWF v plazmi (VWF:Ag), določanje aktivnosti VWF z oceno sposobnosti vezave 
trombocitov v prisotnosti (VWF:RCo) in odsotnosti ristocetina (VWF:GP1b/VWF:Ab) ter 
merjenje koagulacijske aktivnosti F VIII v plazmi (FVIII:C). Pri bolnikih z VWB opazimo 
zmanjšane koncentracije VWF:Ag, zmanjšane aktivnosti VWF (VWF:RCo oz. VWF:GP1b) 
in zmanjšane aktivnosti F VIII (FVIII:C). Ker je biološka variabilnost VWF precej velika, 
moramo čez nekaj časa povabiti bolnika na ponoven odvzem krvi ter znova izmeriti njegovo 
aktivnost (8). VWF in F VIII sta poleg tega tudi proteina akutne faze. To pomeni, da se njune 
vrednosti lahko zvišajo ob poškodbah ali različnih boleznih. Če so rezultati ob ponovitvi 
testiranja normalni, lahko z veliko verjetnostjo izključimo VWB (7). Pri tem moramo 
upoštevati še nekatere dejavnike, ki lahko zvišajo ravni VWF in F VIII. To so estrogeni (npr. 
v peroralnih kontraceptivih), nekatere bolezni jeter, vaskulitis, trombotična 
trombocitopenična purpura, nosečnost, različna vnetna stanja ter intenzivna telesna vadba. 
Na bazalno raven VWF vpliva tudi rasa. Belci imajo ponavadi nižje ravni VWF kot 
Afroameričani (15). Pomembno je upoštevati tudi krvno skupino (KS) bolnika, saj imajo 
tisti s KS 0 običajno za 25 % nižje ravni VWF kot ostali ljudje z drugimi KS (16). Zato zanje 




veljajo posebej določena referenčna območja tako za koncentracijo in aktivnost VWF, kot 
za koncentracijo F VIII (8).  
Tip VWB opredelimo na podlagi razmerij med aktivnostjo VWF (VWF:RCo) in VWF:Ag. 
Za določanje posameznih podtipov VWB je potrebno izvesti še test aglutinacije bolnikovih 
trombocitov z ristocetinom v vzorcu sveže polne krvi (»test RIPA«). Nadalje je potrebno 
narediti tudi analizo sestave multimerov VWF z elektroforezo ter teste vezave, kamor sodi 
sposobnost vezave VWF na kolagen (VWF:CB). Če je potrebno, lahko z metodami 
molekularne genetike določimo nekatere mutacije za natančnejšo opredelitev podtipa VWB. 
Prav tako si v tem smislu lahko pomagamo s preiskavami, s katerimi izključimo prisotnost 
inhibitorjev oziroma protiteles proti faktorjem koagulacije, še zlasti v okviru intrinzične poti 
koagulacije (npr. za F VIII in F IX) (Preglednica II) (6). V raziskovalne namene lahko 
analiziramo še pro-peptid VWF in določimo vezavno sposobnost VWF na F VIII 
(VWF:FVIIIB). Zaradi velike heterogenosti patološke motnje je natančna opredelitev tipa in 
podtipa VWB včasih težka, vendar pa pomembna zaradi izbire najustreznejšega načina 
zdravljenja (7). 
V redkih primerih ima lahko bolnik pridobljeno VWB (AVWS; angl. acquired von 
Willebrand syndrome), ki je z laboratorijskimi testi ne moremo ločiti od podedovane VWB. 
Znano je, da določene avtoimunske (sistemski lupus erimatozus, monoklonske gamapatije 
in limfoproliferativne bolezni), rakave in druge bolezni, vplivajo na strukturo in funkcijo 
VWF (npr. z avtoimunskimi protitelesi, ki delujejo inhibitorno, povečujejo vezavno 
sposobnost VWF ali pa sprožijo njegovo proteolizo). Za te bolnike velja, da imajo AVWS, 
v tem primeru pa je  treba najprej zdraviti primarno bolezen (10).  
Vse omenjeno kaže na širino znanja in informacij, ki jih moramo imeti pri postavitvi 









Preglednica II: Parametri, ki so v pomoč pri opredelitvi tipa in podtipa von Willebrandove bolezni. 
OPREDELITEV TIPA VWB OPREDELITEV PODTIPA VWB 
Koncentracija VWF:Ag Test »RIPA« 
Aktivnost VWF (VWF:RCo) Analiza velikih multimerov VWF z 
elektroforezno metodo  
Aktivnost F VIII (FVIII:C) Test vezave: sposobnost vezave VWF na 
kolagen (VWF:CB) 
VWF:RCo/VWF:Ag Iskanje inhibitorjev specifičnih 




1.4 Načini določanja aktivnosti von Willebrandovega faktorja  
Aktivnost VWF lahko ocenimo na več načinov: (1) s sposobnostjo vezave faktorja VIII, (2) 
s sposobnostjo vezave trombocitov (VWF:RCo in njegove avtomatizirane različice), (3) s 
sposobnostjo vezave kolagena (test VWF:CB). Določanje sposobnosti vezave VWF na 
trombocite je ključnega pomena za diagnostiko VWB. Na začetku so se uporabljali samo 
testi z ristocetinom (VWF:RCo), nato pa so sčasoma spoznali negativne lastnosti tovrstnih 
testov in začeli uvajati rekombinantno tehnologijo, ki je zamenjala uporabo RCo. Kljub temu 
pa ostaja metoda VWF:RCo za aglutinacijo trombocitov še vedno zlati standard (17).  
1.4.1 Testi VWF:RCo 
VWF v krvi omogoča povezavo med receptorji GP1b/GPIX na trombocitih in receptorji, 
izraženimi na površini endotelijskih celic. VWF, ki je prost v vzorcu plazme, se ne veže na 
receptor GP1b, če ne dodamo antibiotika RCo, ki sproži agregacijo trombocitov. Ta 
ugotovitev, ki izvira iz leta 1970, je bila podlaga za razvoj testa za določanje aktivnosti VWF 
v plazmi, ki ga stroka še danes upošteva kot zlati standard (princip aglutinacije trombocitov 
na agregometru) (7). Vsem testom VWF:RCo so skupne naslednje sestavine: intaktni, v 
formalinu fiksirani ali rekonstituirani in liofilizirani trombociti ter ristocetin (18). Ker se na 
podlagi rezultatov testa VWF:RCo (zlati standard) pogosto opredelijo diagnoza bolezni ter 
predpisani odmerki zdravil, je zelo pomembno, da je uporabljena analizna metoda 
zanesljiva, natančna in hitra (18). Kljub vlaganju v njeno analitično izboljšavo pa je 
standardna metoda VWF:RCo, ki poteka na agregometru, še vedno precej neponovljiva 




(visoke vrednosti koeficientov variacije - KV), zamudna, z visokimi stroški kalibracije in z 
zelo visoko mejo kvantifikacije (LOQ; angl. limit of quantificaton; LOQ = 0,25 E/mL–) (19). 
Splošna težava vseh metod z RCo je v tem, da je to nefiziološka sestavina, ki povzroči 
konformacijsko spremembo VWF in mu tako omogoči vezavo na trombocite. Njegova 
prisotnost lahko prispeva k lažno nizkim rezultatom testa, kar se pokaže predvsem v 
primerih, ko ima preiskovanec določen genski polimorfizem na vezalnem predelu VWF za 
RCo. Takrat ima preiskovančev VWF sicer ustrezno funkcijo, vendar pa zaradi lastnosti testa 
določimo premajhno funkcionalnost VWF. Primera takšnih polimorfizmov sta p.P1467S in 
p.D1472H (9). Sposobnost agregacije trombocitov z RCo je bila v diagnostiki uporabna za 
ločevanje zdravih oseb od nekaterih bolnikov z VWB, ne pa tudi za ločevanje med 
posamezniki z blažjimi oblikami VWB in zdravimi osebami (17). 
1.4.2 Izboljševanje analitičnih lastnosti metode VWF:RCo tekom let 
Prva generacija testov z RCo je za sprožitev reakcije uporabljala delce stekla, kar je bilo 
zamudno. Uspešnost izvedbe je bila močno odvisna od izkušenosti izvajalca, interpretacija 
rezultatov pa podvržena subjektivnosti (18). 
Drugo generacijo testov predstavlja metoda VWF:RCo, ki poteka na agregometru. Gre za 
pol-avtomatizirano metodo, ki torej še danes valja za zlati standard. Princip metode je, da se 
ob prisotnem VWF v plazmi preiskovanca, le-ta veže na pripravljene trombocite zdrave 
osebe. Potek reakcijske krivulje oz. hitrost agregacije pripravljenih trombocitov, primerjamo 
s potekom reakcijske krivulje, ki jo dobimo z uporabo različnih koncentracij umerjevalca 
(kalibratorja). Kalibracija je zamudna, in jo je potrebno izvesti za vsako novo serijo vzorcev, 
pri čemer je zelo odvisna od izkušenosti laboratorijskega delavca. Metoda je sicer točna, a 
slabo ponovljiva (vrednosti KV so med 20 in 30 %), nizko občutljiva (meritve niso zanesljive 
v območju < 0,10 E/mL), z visoko mejo zaznavanja (LOD > 0,10–0,20 E/mL), poleg tega 
pa je postopek njene izvedbe nestandardiziran (18). Rezultati so odvisni od načina priprave 
trombocitov in RCo, in sicer ne glede na to ali so komercialno pripravljeni ali pa jih 
pripravimo v laboratoriju, zato se lahko rezultati razlikujejo med različnimi serijami 
uporabljenih reagenčnih kompletov (16, 17).   
Na tržišču so se v zadnjih letih pojavili testi z RCo tretje in četrte generacije, ki so že v veliki 
meri v uporabi v hematoloških laboratorijih. So popolnoma avtomatizirani, imajo izboljšano 
natančnost in robustnost ter nižjo mejo zaznavnosti (LOD; angl. limit of detection; LOD = 
0,03 E/mL). Lahko jih izvajamo na obstoječih koagulacijskih analizatorjih. So občutljivejši 




in natančnejši, stroškovno ugodnejši ter omogočajo hitrejšo pridobitev rezultatov (18). Ob 
tem, da je analiza avtomatizirana, uporabljamo tudi komercialno dostopne reagente, ki 
vsebujejo liofilizirane trombocite ter RCo in so enostavni za pripravo. Detekcija je večinoma 
turbidimetrična (17). Ti testi pravzaprav niso resnično funkcijski, saj ne uporabljajo celotnih 
trombocitov, ampak le njihove delce. Z njimi lahko zato ocenjujemo zgolj interakcije med 
receptorjem GP1b na VWF in GP1b na trombocitih, ne pa splošne funkcije VWF (pol-
funkcijski testi) (9). Mednarodno združenje za trombozo in hemostazo (ISTH; angl. 
International Society for Thrombosis and Haemostasis) je zato izdalo priporočila za teste, ki 
jih lahko uporabljamo v diagnostiki VWB (Preglednica III) (9).  
Prvi primer testa tretje generacije je funkcijski test VWF:RCo (Slika 3), ki temelji na uporabi 
RCo in neokrnjenih liofiliziranih trombocitov. Detekcija je turbidimetrična (17). Ima enako 
oznako kot metoda zlatega standarda (VWF:RCo), pri čemer pa sta principa detekcije teh 
dveh testov različna. S spremembo detekcije in avtomatizacijo, se je izboljšala natančnost 
metode (med-serijska nenatančnost prejšnje metode: KV = 7 %, in nove metode: KV = 3,8 
%). Šele z modifikacijo avtomatizirane metode so lahko znižali mejo zaznavanja. Z 
modifikacijo testa tretje generacije so pripravili test četrte generacije, ki prav tako potrebuje 
dodatek RCo, spremenjeni pa so volumni vzorca ter reagentov, ter dodatno vpeljana uporaba  
plazme brez VWF (17). 
 
Slika 3: Princip delovanja avtomatiziranega testa VWF:RCo tretje generacije; prirejeno po (17). 
Primer naslednjega pol-funkcijskega testa je VWF:GP1bR, kjer se uporabljajo RCo in 
rekombinantni trombocitni delci rGP1b, ki so ujeti na monoklonsko protitelo, pričvrščeno 
na mikrotitrsko ploščico ELISA. Če je v plazemskem vzorcu prisoten VWF, se torej lahko 
veže na delce rGP1b. Kasneje so princip testa ELISA nadomestili z uporabo delcev iz lateksa 
ali magnetnih delcev, na katere so pripeli rGP1b. Ta metoda je bolj natančna in občutljiva 
kot stara metoda VWF:RCo, ki poteka na agregometru, sicer pa dobro korelirata. Ker se pri 
tej metodi uporablja RCo, lahko pridobimo lažno nizke vrednosti za iste genetske mutacije 




kot smo jih omenili pri testu VWF:RCo (18). Vrednosti KV za kontrole v nizkem in 
normalnem koncentracijskem območju so v razponu od 2,3 % do 6,3 % (med-serijska 
nenatančnost), meja zaznavanja pa je pri 0,032 E/mL (16, 19). 
Naslednji pol-funkcijski test je VWF:GP1bM, pri katerem ne uporabljamo RCo, pač pa delce 
dvojno mutiranega rGP1b, ki so pripeti na mikrodelce iz lateksa in omogočajo njihovo 
spontano vezavo na VWF. S tem se izognemo lažno nizkim rezultatom testa, če so prisotni 
polimorfizmi na vezalnem delu VWF za RCo. Detekcija je imunoturbidimetrična. Test 
VWF:GP1bM korelira z metodo zlatega standarda (VWF:RCo). Je občutljiv, natančen in 
zanesljiv (18). Vrednosti KV za kontrole v normalnem koncentracijskem območju se 
gibljejo v razponu od 2,2 % do 6,2 % (med-serijska nenatančnost), meja zaznavanja pa je 
pri 0,02 E/mL (17). 
Test VWF:Ab temelji na uporabi mišjih monoklonskih protiteles, ki prepoznavajo domeno 
A1 na VWF, vezanih na delce lateksa in na detekciji aglutinacije z imunoturbidimetrijo. 
Stopnja aglutinacije je sorazmerna aktivnosti VWF v plazemskem vzorcu. Ker v tem primeru 
ne uporabljamo RCo, niti trombocitov, niti trombocitnih delcev, ta test obravnavamo kot 
nefunkcijski test. Je zanesljiv, enostaven za uporabo in dobro korelira z zlatim standardom 
(VWF:RCo), vendar pa ima še vedno težave z občutljivostjo (LOD = 0,032 E/mL). Vrednost 
KV za kontrolo v normalnem koncentracijskom območju je 2,9 % (med serijami). Ta 
metoda, ki jo proizvajalci po navadi imenujejo VWF:GP1b, je splošno sprejeta kot presejalni 
test za VWB. Če je prisotna mutacija na delu VWF za vezavo RCo, omogoča test 












Preglednica III: Metode, ki jih za opredelitev aktivnosti VWF priporoča ISTH. 
Okrajšava naziva metode Opis metode 
VWF:RCo Test, ki temelji na uporabi ristocetina in 
neokrnjenih liofiliziranih trombocitov. 
VWF:GP1bR Test, ki temelji na uporabi ristocetina in 
rekombinantnega fragmenta GP1b divjega 
tipa. 
VWF:GP1bM Test, ki temelji na uporabi dvojno 
mutiranega rekombinantnega fragmenta 
GP1b. 
VWF:Ab Test, ki temelji na uporabi mišjih 
monoklonskih protiteles zoper domene A1 
na VWF. 
 
1.4.3 Principi ristocetinskih (RCo) testov  
Obstaja več izvedb testov RCo, ki temeljijo na različnih pristopih: 
• Princip aglutinacije trombocitov je način, ki se uporablja za pol-avtomatizirano 
metodo zlatega standarda, VWF:RCo. Gre za metodo, ki jo izvajamo na klasičnem 
agregometru, detekcija pa je vizualna in izrazito subjektivna (9).  
• Metoda s pretočno citometrijo zagotavlja zanesljivost in točnost, vendar ni dosegla 
splošne uporabe v hematoloških laboratorijih, saj je za njeno izvedbo potrebna 
visoko kakovostna in draga oprema, ki zahteva tudi izkušeno laboratorijsko osebje 
(18).  
• Princip testa ELISA je prav tako ročni test VWF:RCo, le da namesto agregometra 
kot reakcijskega polja uporabimo mikrotitrsko ploščo. Nanjo so pripeti 
rekombinantni fragmenti GP1b, ki v prisotnosti RCo iz vzorca plazme lovijo VWF. 
Po dodatku ustreznih protiteles, encima in substrata dobimo obarvanje in izmerimo 
absorbanco, ki je proporcionalna koncentraciji VWF v vzorcu. Aktivnost VWF 
odčitamo iz referenčne kalibracijske krivulje (9).  
• Princip testa z glikokalicinom je podoben običajnemu testu ELISA. Razlika je v tem, 
da imamo namesto rGP1b, proteolitični fragment glikokalicina, na katerem je 
ekstracelularni fragment GP1b (9).  




• Pri principu kemiluminiscence uporabljamo magnetne delce, na katerih je pripet 
rGP1b. Potem ko se na rGP1b veže VWF, dodamo z izoluminolom označena 
protitelesa in detektiramo kemiluminiscenčni signal anti-VWF. Količina emitirane 
svetlobe je proporcionalna aktivnosti VWF v vzorcu (9).   
• Princip testa z lateksovimi mikrodelci je zelo uporaben. Običajno gre za 
avtomatizirano metodo s turbidimetrično detekcijo. Na lateksove mikrodelce so 
pripeta protitelesa z vezanimi rekombinantnimi deli GP1b. V prisotnosti VWF v 
plazemskem vzorcu in RCo pride do aglutinacije in nastanka agregatov. Obseg 
aglutinacije je direktno sorazmeren aktivnosti VWF v vzorcu, detektiramo pa upad 
prepuščene svetlobe (9).  
V zadnjem času se pri večini avtomatiziranih testov uporabljata princip testa ELISA ali pa 
princip lateksovih mikrodelcev, ki omogočajo natančno merjenje aktivnosti VWF (tudi v 
območju 0,01–0,10 E/mL; referenčno območje pa je od 0,50 do 1,60 E/mL) (9).  
1.4.4 Metode, ki jih za ocenjevanje aktivnosti VWF uporabljajo znani 
laboratoriji po svetu 
Leta 2018 so na Nizozemskem primerjali rezultate najbolj uporabljanih testov za oceno 
aktivnosti VWF. Raziskava je potekala na vzorcih 661 bolnikov z VWB in predstavlja 
največjo tovrstno študijo doslej. Izmed 292 sodelujočih laboratorijev jih je 30 % uporabljalo 
test VWF:RCo (novejšo avtomatizirano različico), 27 % VWF:GP1bM, 19 % VWF:GP1bR 
in 16 % VWF:Ab (19).   
Rezultati so pokazali, da omenjeni testi med seboj močno korelirajo (Pearsonov koeficient r 
= 0,9), pri čemer pa so pri 20 % preiskovanih bolnikov opazili rezultatske razlike, ki bi lahko 
vplivale na kasnejšo diagnozo bolezni. Vsaka avtomatizirana metoda ima namreč svoje 
omejitve, zato pri postavljanju diagnoze priporočajo upoštevanje rezultatov več 
diagnostičnih parametrov (VWF:Ag, FVIII:C, VWF:CB). Še vedno pa ni znano v kolikšni 
meri različni principi metod vplivajo na klinično značilne razlike med rezultati posameznih 
testov (19). Ko so v omenjeni študiji analizirali rezultate vsake metode posebej in jih 
primerjali, so ugotovili naslednje razlike:   
• Metoda VWF:RCo je imela pri 18 % bolnikov težave z opredelitvijo tipa VWB, saj 
je aktivnost VWF bila pod mejo zaznavanja (LOD = 0,12 E/mL), medtem ko so bile 




vrednosti testa VWF:Ag < 0,20 E/mL. Ostali primerjani testi niso izkazovali 
tovrstnih težav (19).  
• Pri 39 % bolnikov so bili rezultati, pridobljeni z metodo VWF:RCo pod mejo LOQ, 
med tistimi, določenimi z metodama VWF:GP1bM in VWF:GP1bR je bilo takih 3 
%, v primeru uporabe metode VWF:Ab pa 8 % (19). 
• Pri primerjavi metod VWF:GP1bM in VWF:GP1bR so rezultati testov odstopali za 
15,7 %, pri primerjavi metod VWF:Ab in VWF:RCo pa za 24,5% (19). 
• Z metodo VWF:RCo so 29 % bolnikov, ki so imeli tip 2B VWB opredelili kot 
bolnike s tipom 1 VWB. Isti vzorec bolnikov so z metodo VWF:GP1bR glede tipa 
bolezni pravilno opredelili v 98 %, kar nakazuje, da je, ne glede na uporabo RCo pri 
obeh metodah, test VWF:GP1bR bolj točen v tem kontekstu (19).  
• Pri opredelitvi tipov 2A in 3 VWB je bil najmanj občutljiv test VWF:GP1bM. 
Rezultate pridobljene s to metodo bi morali zato pazljivo interpretirati, zlasti pri tistih 
bolnikih, ki imajo v plazmi nizko koncentracijo VWF:Ag (19). 
Rezultati raziskav so pokazali tudi, da je test VWF:Ab podal rezultate, ki so bili enako 
kakovostni kot tisti, pridobljeni z drugimi primerjanimi testi (npr. v primerjavi z 
VWF:GP1bM, VWF:RCo ali VWF:GP1bR) (19). Vendar pa kljub temu, še vedno ne more 
zamenjati metode VWF:RCo kot zlatega standarda, saj z njim ne ugotavljamo dejanske 
celokupne funkcije VWF (18).   
Na koncu omenimo Kliniko Mayo (ZDA), ki je ena najvplivnejših hematoloških klinik, in 
uživa velik ugled in zaupanje. Za oceno aktivnosti VWF uporabljajo test VWF:Ab, in sicer 
reagenčni komplet HemosIL »von Willebrand Factor Activity«, proizvajalca IL (Lexington 
MA, 9/2006). Ob rezultatu, ki je nižji od 0,55 E/mL, naredijo še test RCo, in sicer »von 
Willebrand Factor Ristocetin Cofactor Activity Assay«, za katerega domnevamo (na 









1.4.5 Metode, ki jih za ocenjevanje aktivnosti VWF uporabljajo v SHL 
KOH UKCL 
V SHL KOH UKCL za oceno aktivnosti VWF trenutno uporabljajo test zlatega standarda, 
in sicer metodo VWF:RCo na agregometru (kot je opisano v poglavju 1.4.2), metodo 
VWF:Ab, ki jo v laboratoriju imenujejo VWF:GP1b, ter metodo VWF:CB, s katero 
ocenjujemo sposobnost vezanja VWF na kolagen. V primerih potrebe bolnikov/bolnic s 
VWB po operativnem posegu, ginekološkem krvavem posegu ali porodu, se jih spremlja z 
aktivnostjo FVIII:C, antigenom VWF:Ag in aktivnostjo VWF:Ab. Glede na pomanjkljivosti, 
se dodajajo ustrezni manjkajoči faktorji.   




2 NAMEN IN POTEK DELA 
V okviru magistrske naloge bomo v Specializiranem hematološkem laboratoriju Kliničnega 
oddelka za hematologijo, Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani (SHL KOH UKCL) 
uvedli novejšo, bolj avtomatizirano metodo za določanje aktivnosti VWF v prisotnosti 
ristocetina (RCo). Gre za t.i. metodo VWF:GP1bR, proizvajalca Instrumentation 
Laboratory, ki ima naziv »Von Willebrand Factor Ristocetin Cofactor Activity«. Metodo 
bomo uvedli na avtomatskih koagulacijskih analizatorjih ACL TOP 500 in 700, ki ju v 
laboratoriju uporabljajo tudi za druge hematološke preiskave.  
Z na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR bomo analizirali razpoložljive arhivirane 
plazemske vzorce hematoloških bolnikov (N = 50) in nato primerjali rezultate s tistimi, 
določenimi z obstoječima metodama za določanje aktivnosti VWF, in sicer VWF:GP1b 
(VWF:Ab) ter z uporabo RCo in agregometra.  
Predpostavljamo, da bo na novo vpeljana metoda VWF:GP1bR:  
• natančnejša in bolj ponovljiva kot do sedaj uporabljena metoda z uporabo RCo in 
agregometra; 
• da bodo njeni rezultati primerljivi z rezultati metode brez prisotnosti RCo, in sicer 
VWF:GP1b (VWF:Ab), ki je v uporabi za določanje aktivnosti VWF v SHL KOH 
UKCL. 
Metoda bo sprejemljiva in primerna za prenos v klinično prakso, če bodo dosežene naslednje 
zahteve: 
• ponovljivost v seriji pri normalnih vrednostih (KV < 5,5 %) in pri nizkih vrednostih VWF 
(KV < 7 %); 
• nenatančnost med serijami pri normalnih (KV < 5,5 %) in pri nizkih vrednostih VWF (KV 
< 7 %);   
• primerljivost določitve aktivnosti VWF z uporabo RCo med primerjanimi metodami v 
klinično sprejemljivih mejah (dovolj velika zanesljivost, natančnost in hitrost pridobitve 
rezultatov). 




3 MATERIALI IN METODE 
Na novo uvedena metoda VWF:GP1bR je kvantitativni test, s katerim lahko detektiramo 
kvalitativne lastnosti VWF, saj do aglutinacije pride le v primeru prisotnosti ustrezno velikih 
multimerov VWF v plazemskih vzorcih, pri čemer je potrebna prisotnost RCo. S tem testom 
ne ocenjujemo funkcije VWF in vivo, saj merimo zgolj interakcije med receptorjem GP1b 
na VWF in trombocitnim delcem GP1b (ne uporabimo celotnih trombocitov) v prisotnosti 
RCo (9). Po podatkih proizvajalca testa naj bi bila njegova natančnost boljša (KV = 5,5–6,8 
%) kot pri stari metodi z RCo (KV = 20–30%), pri čemer je test lažji za uporabo in cenejši. 
Razpon njegovega analitičnega območja je 0,07–1,20 E/mL, ob avtomatskem redčenju pa 
0,07–4,80 E/mL. V primeru presežene linearnosti lahko vzorce redčimo do desetkrat tudi 
ročno, in sicer tako, da pomešamo 40 µL vzorca in 360 µL topila (diluenta), ki je del 
reagenčnega kompleta in nato končni rezultat pomnožimo z 10. Rezultate metode lahko tudi 
ekstrapoliramo vse do 0 E/mL Referenčno območje je po podatkih proizvajalca reagenčnega 
kompleta odvisno od krvne skupine in je 0,48–2,10 E/mL za posameznike s krvno skupino 
»0«, za vse ostale pa 0,61–2,34 E/mL. V SHL KOH UKCL so se odločili, da bodo prevzeli 
navedene referenčne vrednosti proizvajalca. 
3.1 Analizirani vzorci 
Analizirali smo 50 arhivskih plazemskih vzorcev venske krvi bolnikov, ki smo jim v SHL 
KOH UKCL z obstoječima metodama VWF:GP1b (VWF:Ab) in VWF:RCo z 
agregometrom, določili aktivnost VWF. Prav tako so bili ti vzorci testirani tudi z metodami 
VWF:Ag, FVIII:C in VWF:CB. Vzorce v SHL KOH UKCL označujemo z ID-številkami, 
ki jih generira laboratorijski informacijski sistem (LIS) ter imeni in priimki bolnikov. Za 
potrebe magistrske naloge smo uporabljali izključno ID-številke, s čimer smo zagotovili 
anonimnost preiskovancev. Vzorci periferne venske krvi so bili odvzeti v obdobju med 
1. 9. 2019 in 2. 6. 2020.   
Analizirani vzorci so pripadali 15 moškim in 35 ženskam. Med njimi je bilo 27 bolnikov z 
diagnozo VWB, ostali (13) pa so imeli druga krvna obolenja, in sicer: mieloproliferativne 
bolezni (3), hemofilijo (3), akutno dogajanje (1), podaljšan APTČ (1), trombofilijo (1), 
poškodbo (1), motnjo strjevanja krvi in nosečnost (2) ali pa so bili brez krvne bolezni (1). 
Za 10 bolnikov nismo imeli podatkov o jasni diagnozi. Glede na referenčne vrednosti (RV) 
za aktivnost VWF, ki so v območju 0,50–1,60 E/mL, je imelo 25 vzorcev zmanjšano (< 0,5 
E/mL), 17 vzorcev normalno (0,50–1,60 E/mL) in 8 povišano aktivnost VWF (> 1,60 E/mL). 




Ker smo želeli preveriti delovanje na novo vpeljanega testa v celotnem koncentracijskem 
območju, smo izbrali različne bolnike in ne le tiste z VWB. 
3.2 Odvzem in priprava vzorcev za analize  
Postopek odvzema vzorcev smo povzeli po laboratorijskem SOP »Navodila za naročanje, 
odvzem in transport vzorcev ter zavrnitveni kriteriji«. Vzorce pa smo pripravljali za analizo 
skladno z SOP »Priprava in shranjevanje vzorcev za preiskave v laboratoriju za hemostazo«. 
Vzorci so bili odvzeta periferna venska kri. Njihov prenos je potekal pri sobni temperaturi. 
Krvni vzorci so bili odvzeti v 4,5 mL epruvete z natrijevim citratom (svetlo modri zamašek; 
0,105–0,109 M natrijev citrat) ali v epruvete z zmanjšanim notranjim volumnom (2,7; 1,8 
oz. 1 mL; 0,105 - 0,109 M Na citrat). Odvzeto periferno kri moramo centrifugirati znotraj 4 
ur po odvzemu. Če preiskave po centrifugiranju vzorca in pridobitvi plazme ne moremo 
opraviti, ga shranimo na –20 ali –80°C in analiziramo kasneje. Vse vzorce smo centrifugirali 
pri 1942 x g (3000 obratov/min) v centrifugi Heraeus Multifuge 3-SR, in sicer 15 minut pri 
+ 4 ºC. Za preiskave s testi hemostaze smo uporabili tako pridobljeno plazmo. Nekaj plazme 
smo tudi zamrznili tako, da smo iz primarne epruvete vsakega vzorca odpipetirali vsaj 0,3–
0,5 mL plazme v plastično epruveto z zamaškom, in jo potem zamrznili na –80 °C. Če je 
bilo možno, smo pripravili več oddelitev oz. alikvotov. Ko smo zamrznjene plazemske 
vzorce želeli analizirati, smo jih odtalili v inkubatorju pri +37 ºC (10–15-minut oz. do 
popolne odtalitve). Pred analizo smo vzorce vedno dobro premešali.  
Kot vzorce za teste hemostaze in oceno aktivnosti VWF smo uporabljali plazmo, pridobljeno 
iz periferne venske krvi, odvzete v epruvete z modrim zamaškom z 0,105–0,129 M 
natrijevega citrata. Izjeme so bile določene preiskave z uporabo agregometra, in sicer testa 
»RIPA« in zapiralni čas (ZČ), za katere potrebujemo vzorce polne venske krvi, prav tako 
odvzete v epruvete z natrijevim citratom. Test »RIPA« smo uporabili za določanju podtipov 
VWB. 
3.3 Ostali testi hemostaze ob sumu na VWB  
Za upravičen sum na VWB potrebujemo rezultate testov splošne hemostaze ter podatek o 
številu trombocitov. V primeru VWB sta število trombocitov in protrombinski čas (PČ) 
normalna, medtem ko so podaljšani, oba testa zapiralnega časa (ZČ), kolagen/epinefrin 
(Kol/Epi) in kolagen/adenozindifosfat (Kol/ADP) ter aktivirani parcialni tromboplastinski 




čas (APTČ) (19, 20, 21, 22). Z APTČ ocenjujemo intrinzično pot koagulacije, v katero sodi 
tudi F VIII.  
V SHL KOH UKCL število trombocitov povzamejo iz hemograma. Lahko pa v tem smislu 
analizirajo tudi krvni vzorec, odvzet za teste hemostaze (4,5 mililitrska epruveta z 0,105–
0,129 M natrijevega citrata, svetlo modri zamašek) in tako dobijo oceno števila trombocitov. 
Rezultat je potem treba pomnožiti z 1,1.  
Po izvedenih analizah za oceno hemostaze pridobimo rezultate, na podlagi katerih lahko 
sumimo na obstoj VWB. V takem primeru moramo nato izvesti še teste prvega reda 
(VWF:Ag), oceniti aktivnost VWF (testi VWF:RCo / VWF:GP1b oz. VWF:Ab, ter 
FVIII:C), za katere prav tako potrebujemo plazmo, pripravljeno iz venske krvi (epruveta z 
modrim zamaškom; 0,105–0,129 M natrijevega citrata).  
3.4 Aparature in laboratorijski pripomočki 
Vzorce smo z na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR analizirali na avtomatskem 
koagulacijskem analizatorju ACL TOP 700 (proizvajalec IL, ZDA).  
Za izvedbo analiz smo potrebovali 500-mikrolitrske kivete (IL, ZDA), stojala za epruvete 
(Eppendorf, Nemčija), laboratorijski inkubator (DOMeL, Slovenija), štoparico (ISOLAB, 
Nemčija), kalibrirane ročne avtomatske pipete prostornine enega mililitra (Eppendorf in 
Sartorious, Nemčija), nastavke za pipete (Eppendorf, Nemčija) in vibracijski mešalnik oz. 
vorteks (VELP scientifica, Italija). 
3.5 Reagenčni kompleti 
Pri delu smo uporabili reagenčni komplet za analizo z na novo vpeljano metodo 
VWF:GP1bR proizvajalca Instrumentation Laboratory (IL, ZDA), in sicer »Von 
Willebrand Factor Ristocetin Cofactor Activity« (kataloška številka uporabljanega 
reagenčnega kompleta 0020300900, IL). Reagenti, ki so sestavni deli tega kompleta, so: 
lateksov reagent, ristocetin (RCo), pufer (angl. buffer) in tekočina za redčenje (diluent). Vse 
sestavine v reagenčnem kompletu so že pripravljene za uporabo. Za delo smo potrebovali še 
kalibracijsko plazmo (kataloška številka 0020003700, proizvajalec IL), kontrolo z normalno 
aktivnostjo VWF (kataloška številka 0020003110, proizvajalec IL) ter še dve kontroli, in 
sicer »Special Test Control 1 in 2« (kataloški številki 0020011000 in 0020012000, 
proizvajalec IL), ki vsebujejo plazmo z različnima aktivnostma VWF. Kalibracijska plazma 
ima natančno določeno aktivnost VWF, ki znaša 1,03 E/mL. Z uporabo ustreznih kontrol 




lahko zajamemo celotno koncentracijsko območje VWF in tako ustrezno ocenimo 
natančnost metode pri različnih koncentracijah analita. Kontrola z normalno aktivnostjo 
vsebuje VWF s tarčno aktivnostjo 0,96 E/mL, druga kontrola ima aktivnost VWF na meji 
referenčnega območja, in sicer 0,57 E/mL (»Special Test Control 1«), tretja kontrola pa 
patološko znižano vrednost VWF oziroma tarčno aktivnost VWF 0,39 E/mL (»Special Test 
Control 2«).  
3.6 Princip določanja aktivnosti VWF z na novo uvedeno metodo 
VWF:GP1bR 
Določitev aktivnosti VWF z na novo uvedeno metodo VWF:GP1bR poteka v prisotnosti 
RCo in z delci lateksa, detekcija pa je imunoturbidimetrična. Delci lateksa so prekriti z 
monoklonskimi protitelesi proti trombocitnemu rekombinantnemu fragmentu 
glikoproteinskega receptorja VWF (rGP1bα) divjega tipa. V prisotnosti VWF v vzorcu, se 
ta veže na rGP1bα na delcih iz lateksa, kar sproži njihovo aglutinacijo. Za to pa je potrebna 
tudi prisotnost RCo. Stopnja aglutinacije je neposredno sorazmerna aktivnosti VWF v 
vzorcu. Zaznamo jo kot zmanjšanje prepuščene svetlobe zaradi nastalih agregatov (Slika 4).  
 
Slika 4: Shematski prikaz principa na novo vpeljane metode VWF:GP1bR, z uporabo RCo; prirejeno po (20). 
3.7 Priprava reagentov 
Najprej smo morali pripraviti kalibracijsko in kontrolno plazmo, kar smo storili ob 
upoštevanju navodil proizvajalca reagenčnega kompleta (IL). Vzorce plazme smo raztopili 
v 1 mL redestilirane vode in jih 30 minut inkubirali na sobni temperaturi, ter jih vmes večkrat 




premešali z obračanjem, tako, kot to priporoča proizvajalec. Neraztopljeno liofilizirano 
plazmo smo hranili v hladilniku pri +4 °C, kjer je obstojna do označenega roka uporabe. 
Raztopljena pa je uporabna šest ur, če uporabljamo analizatorje ACL TOP. Ker so bili vsi 
reagenti v reagenčnem kompletu »Von Willebrand Factor Ristocetin Cofactor Activity« 
(lateksni reagent, RCo, pufer, tekočina za redčenje (diluent)) že pripravljeni za uporabo, smo 
jih tik pred začetkom analize le premešali z obračanjem vial in po potrebi preverili prisotnost 
mehurčkov na vrhu. Če so bili prisotni, smo jih prebodli s pipetnim nastavkom. 
Neraztopljene reagente smo hranili v hladilniku pri 2–8 °C, kjer so obstojni do označenega 
roka uporabe. Odprti reagenti so stabilni dva meseca, če jih shranjujemo v hladilniku pri 2–
8 °C, nameščeni v analizatorje ACL TOP pa so kontinuirano stabilni 24 ur.  
3.8 Izvedba analize vzorcev z novo avtomatizirano metodo VWF:GP1bR 
Po uspešno preverjeni stopnji tarčne nenatančnosti kontrol se lahko lotimo analize vzorcev 
(Shema 1). Te smo imeli shranjene v zamrzovalni skrinji na –80 °C, zato smo jih morali pred 
analizo odtaliti (0–15-minutna inkubacija pri +37 °C). Nato smo jih rahlo premešali na 
vibracijskem mešalniku (vorteksu), jih prenesli v nove, predhodno označene 500-
mikrolitrske kivete in jih postavili v stojalo, ki smo ga vložili v analizator ACL TOP 700. 
Stekleničke reagenčnega sestava VWF:GP1bR smo odprli, odstranili morebitne mehurčke 
na površini stekleničk, jih postavili v točno določena stojala in ta vložili v analizator. Preden 
smo pričeli z analizo vzorcev, smo vedno analizirali vse tri kontrole. Če so bili rezultati 
aktivnosti kontrol za VWF v območju +/– 2 SD od tarčne vrednosti za vsako posamezno 
kontrolo, smo lahko nadaljevali z analizo vzorcev. Kontrole tekom našega dela niso nikoli 
odstopale. Obstaja tudi možnost, da celo sočasno analiziramo kontrolne in preiskovane 
vzorce, česar pa ne moremo storiti v primeru kalibracije metode. Ker analiza z na novo 
uvedeno metodo VWF:GP1bR ni bila uradno (rutinsko) naročena, smo morali prej ročno 
vpisati ID-številke preiskovanih vzorcev v računalniški sistem, potrditi želene preiskave in 
s klikom na »Start« v sistemu zagnati analizo. Analiza vzorcev je potekala približno 12 
minut. Če je bila aktivnost VWF presežena (> 1,20 E/mL), se je vzorec avtomatično 4-krat 
razredčil (1 del vzorca in 3 deli diluenta). Da se to zgodi, moramo na analizatorju izbrati oz. 
potrditi »Rerun« in pravilo »Above linearity«. Rezultat se na analizatorju po ponovni analizi 
avtomatsko preračuna in je označen z oznako »&«, medtem ko je rezultat neredčenega 
vzorca, zapisan ob redčenem in označen z oznako »*«. Linearnost ponovnega testa »Rerun« 
je namreč štirikrat večja, in sicer sega do 4,80 E/mL. Če je kljub redčenju linearnost še vedno 




presežena, moramo vzorec ročno redčiti po navodilih proizvajalca, in sicer ga 40 µL redčimo 
z 360 µL diluenta ter nato ponovno analiziramo aktivnost VWF, dobljeni rezultat pa 
množimo z 10. Ob preseženi linearnosti in potrebi po redčenju je delovno območje metode 
0,07–4,80 E/mL. V delovnem območju resnična koncentracija analita linearno korelira z 
rezultatom njegove aktivnosti, ki jo poda instrument. Podane vrednosti proizvajalca 
reagenčnega sestava za nenatančnost metode in korelacijske vrednosti veljajo izključno za 
delovno območje metode (23). Analizatorji ACL TOP delujejo tako, da vrednosti pod mejo 
detekcije ne podajo v obliki rezultata »0«, ampak s pomočjo vgrajene programske opreme 
na osnovi ekstrapolacije izračunajo vrednosti, ki segajo celo pod mejo detekcije. V takih 
primerih imamo dve možnosti: i) v sistemu LIS lahko označimo te vrednosti kot nezanesljive 
in aparat nastavimo tako, da se ob takšnih aktivnostih izpiše vrednost < 0,044 E/mL, lahko 
pa se zavedamo nelinearnosti v tako nizkem koncentracijskem območju in to upoštevamo 
pri interpretaciji končnih rezultatov. Zdravstveni delavec, ki je zadolžen za interpretacijo 
rezultatov, mora biti seznanjen z lastnostmi metode ter skladno s tem ravnati pri opredelitvi 
diagnoze.   
Po končani analizi smo rezultate natisnili, vzorce in reagente vzeli iz analizatorja ter 
priklopili povezavo s sistemom LIS. Analizirane vzorce smo zavrgli, skupaj z drugimi 
biološkimi odpadki, saj po mednarodnih smernicah že odtajanih vzorcev ne smemo ponovno 
zamrzovati. Reagente pa smo do nadaljnje uporabe shranili v hladilnik. 
 
Shema 1: Zaporedje postopkov pri analizi plazemskih vzorcev bolnikov z VWB. Vzorce je najprej potrebno ustrezno 
odpipetirati v kivete, ki jih vstavimo v analizator ACL TOP 500/700, skupaj z reagenčnim kompletom »Von Willebrand 
Factor Ristocetin Cofactor Activity« (kataloška številka reagenčnega kompleta 00203009). Po končani analizi, lahko 
rezultate natisnemo (19, 26). 




3.9 Določanje aktivnosti VWF z metodo VWF:GP1b oz. VWF:Ab 
Metoda VWF:GP1b, ki ne uporablja RCo, je avtomatizirana in namenjena kvantitativnemu 
določanju aktivnosti VWF. Uporabljali smo reagenčni sestav »von Willebrand Factor 
Activity« s kataloško številko 0020004700 proizvajalca IL, ki je znana kot nefunkcijski test 
VWF:Ab. Metoda deluje na koagulacijskih analizatorjih ACL TOP. Reagenčni sestav 
vsebuje lateksni reagent in pufer. Liofilizirani lateksov reagent je treba najprej dispergirati 
v pufru in ga pred uporabo približno 30 minut inkubirati pri sobni temperaturi. Pufer je že 
pripravljen za uporabo. Neodprte viale so uporabne do roka, odtisnjenega na ovojnini, 
medtem ko je dispergiran lateksni regent v originalni viali stabilen še en mesec pri 2–8 °C. 
Če je dispergirani lateksni reagent v analizatorjih ACL TOP, je pri 15 °C obstojen pet dni. 
  
Pričakovane referenčne vrednosti, ki so jih proizvajalec podaja za to metodo, so 0,403–1,259 
E/mL za krvno skupino 0 (rezultat, pridobljen na vzorcu 132 zdravih oseb) in 0,488–1,634 
E/mL za krvne skupine A, B ali AB (rezultat, pridobljen na vzorcu 134 zdravih oseb). Ne 
glede na navedena območja pa mora vsak laboratorij zase opredeliti svoje referenčne 
vrednosti. Podana nenatančnost (KV) za normalno kontrolo znotraj serije naj bi bila 2,6 %, 
med serijami pa 3,4 %. Pri kontroli s patološko aktivnostjo VWF je deklarirana vrednost KV 
v seriji 6,5 %, med serijami pa 8,0 %. 
3.9.1 Linearnost in meja zaznavanja za metodo VWF:GP1b oz. VWF:Ab 
Meja zaznavanja (LOD) je pri 0,032 E/mL aktivnosti VWF. Delovno območje za navadne 
vzorce je med 0,19 in 1,30 E/mL. Če je aktivnost presežena, se vzorec avtomatično razredči 
in ponovno analizira. V tem primeru je delovno območje metode od 0,57 do 3,90 E/mL. V 
kolikor je aktivnost VWF v vzorcu kljub redčenju še vedno presežena, pa je potrebno vzorec 
redčiti ročno, in sicer v razmerju 1:10 in ga je potrebno ponovno analizirati. Zaradi redčenja 








3.10 Verifikacija, definiranje in kalibracija na novo vpeljane metode 
VWF:GP1bR 
Pred začetkom uvajanja nove metode se morajo uporabniki najprej seznaniti s samim 
instrumentom. Pomembno je da vemo, v kateri predal (angl. rack) v analizatorju lahko 
namestimo reagente, kontrole in vzorce. Za vsak reagent je v računalniškem programu 
naveden pripadajoči položaj. Ob napačno postavljenih reagentih ali pomanjkanju sestavin za 
analize se analizator oglasi s piskanjem, kar pomeni, da moramo v računalniškem sistemu 
preveriti, za kakšno napako gre, ter nato ustrezno ukrepati.  
Po predpisih mednarodnega laboratorijskega standarda ISO 15189 mora biti vsaka na novo 
vpeljana metoda najprej verificirana (overjena) oz. morajo biti potrjene in ustrezno 
dokumentirane lastnosti postopka, za katere proizvajalec jamči/trdi, da jih lahko dosežemo. 
Na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR smo overjali na podlagi podatkov o stopnji njene 
nenatančnosti v seriji in med serijskimi meritvami. Vrednosti KV, ki smo jih pridobili, smo 
primerjali tistimi, ki jih je podal proizvajalec. Proizvajalec je namreč na osnovi 
mednarodnega standarda ISO 15189 dolžan laboratorijsko metodo validirati, kar pomeni, da 
mora podati informacije o njeni zmogljivosti ter o omejitvah analiznega postopka. 
Laboratorij pa je dolžan postopek verifikacije dokumentirati in na osnovi tega izdelati 
ustrezen zapis. Če se validirani/overjeni postopek spremeni, je to potrebno ustrezno 
dokumentirati ter znova izvesti validacijo oz. verifikacijo. Pri uvedbi nove metode 
pripravimo ali popravimo/dopolnimo standardne operativne postopke (SOP), ki so nam v 
pomoč pri delu (28). 
Metodo smo kalibrirali s sekundarnimi standardi, in sicer s kalibracijsko plazmo (kataloška 
številka 0020003700, proizvajalec IL). Kalibracijo metode smo izvedli v skladu z navodili 
za uporabo analizatorjev ACL TOP, in sicer v petih točkah aktivnosti VWF (pri 0 E/mL, 
0,125 E/mL, 0,25 E/mL, 0,50 E/mL in 1,00 E/mL). Po uspešno končani kalibraciji smo dobili 
umeritveno krivuljo, ki smo jo potrdili, jo natisnili in shranili. Naslednji korak je bila analiza 
treh kontrol in vzorcev. Kalibracije ni potrebno izvajati vsak dan znova, ampak le ob menjavi 
serije (angl. lot) reagentov oziroma pri večjih posegih na analizatorju. Kalibracijo smo 
izvedli le enkrat, saj tekom eksperimentalnega dela nismo menjali serije reagentov.  




3.10.1 Statistična obdelava pridobljenih rezultatov 
Za urejanje in pregled pridobljenih podatkov smo uporabili računalniki program Excel 2010 
(Microsoft, ZDA), za izračun statističnih parametrov ter izrisovanje grafov pa računalniški 
program MedCalc (MedCalc Software Ltd, Belgija). Primerjali smo rezultate, ki smo jih 
pridobili z obstoječo oz. staro metodo z uporabo RCo in z na novo vpeljano metodo z 
uporabo RCo (VWF:GP1bR), ter z metodo brez uporabe RCo VWF:GP1b (VWF:Ab) in z 
na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR, in sicer na 50 vzorcih ter ločeno še na 25 z 
zmanjšano aktivnostjo VWF. Za statistično analizo smo uporabili metode splošne statistike 
za pridobitev osnovnih podatkov o razpršenosti in porazdelitvi rezultatov za vsako od 
primerjanih metod posebej. Porazdelitev podatkov nam opredeli D'Agostino-Pearsonov test. 
Če ta sledi normalni distribuciji, je vrednost p > 0,05. To je vrednost, ki jo po navadi štejemo 
za mejno vrednost 95-odstotnega intervala zaupanja.  
Nadalje smo ocenjevali povezanost oz. korelacijo med primerjanimi metodami. Stopnjo 
korelacije med dvema metodama opredeljuje »Spearmanov« koeficient (rs). Uporabljamo ga 
za oceno povezanosti, kadar podatki niso porazdeljeni normalno, oziroma ko obravnavamo 
manj kot 35 vzorcev. Statistično značilen je takrat, ko je vrednost »p« za korelacijski 
koeficient statistično značilna oz. < 0,0001. Bolj ko se korelacijski koeficient bliža vrednosti 
–1,0 ali +1,0, večja je linearna korelacija med primerjanima metodama. Če gledamo 
koeficient korelacije kot absolutno vrednost, imamo pri vrednosti r = 1 popolno povezavo, 
pri r = 0,76 – 1 močno, pri r = 0,51– 0,75 zmerno ali dobro, pri r = 0,26–0,50 pa šibko 
matematično povezavo, medtem ko pri r = 0 – 0,25 med primerjanima metodama ni 
korelacije (29). Včasih je težko govoriti o primerljivosti metod samo na podlagi podatkov o 
njihovi korelaciji, ki je lahko zavajajoča, saj nanjo pomembno vplivajo količina podatkov in 
porazdelitev podatkov ter prisotnost ubežnikov oz. odstopajočih vrednosti (30). Korelacija 
primerja dve skupini rezultatov v celoti, ne pa tudi parnih vrednosti, zato »r« ne zajema 
variabilnosti razlik med parnimi vrednostmi in točnosti (31). To pomeni, da je ugotavljanje 
linearne korelacije zelo splošna metoda za ocenjevanje ujemanja dveh metod, zato je 
priporočljiva uporaba dodatnih statističnih analiz, kot sta Bland-Altmanova analiza in 
Passing-Bablokova regresija.    
Bland-Altmanova analiza podatkov nam pomaga pri preučevanju razlik parnih srednjih 
vrednosti meritev vzorcev, pridobljenih s primerjanima metodama ter podaja kvantitativno 
mejo sprejemljivosti, s katero lahko ocenimo, ali sta metodi primerljivi ali ne. Na Bland-




Altmanovem grafu je na osi Y prikazana razlika med parnimi rezultati, pridobljenimi z vsako 
od primerjanih metod [A – B], na osi X pa so predstavljene srednje vrednosti rezultatov 
vsakega para primerjanih meritev [(A + B)/2] (31). Z Bland-Altmanovo grafično analizo 
podatkov prikažemo tudi 95-odstotni interval zaupanja, ki je na grafu označen kot črtkana 
premica z oznako +/– 1,96 SD. Znotraj 95-odstotnega intervala zaupanja naj bi se nahajalo 
95 % razlik srednjih vrednosti primerjanih podatkov, seveda pod pogojem, da se 
porazdeljujejo normalno (30). O ustreznem ujemanju primerjanih metod govorimo takrat, 
ko je dovolj velik delež razlik na Bland-Altmanovem grafu dovolj majhen oz. dovolj blizu 
vrednosti 0. Mejo, ki opredeljuje kaj je dovolj blizu vrednosti 0, pa moramo določiti vnaprej, 
pred testiranjem. Odmik povprečja primerjanih parnih razlik meritev od 0, predstavlja 
sistematično napako (31). 
Passing-Bablokova regresija je eden od načinov, s katerim lahko statistično ocenimo 
povezanost med primerjanima analitičnima metodama oz. ugotovimo odstopanje med njima. 
To je precej robustna neparametrična metoda, ki je neobčutljiva na porazdelitev podatkov in 
prisotnost ubežnikov. Pri njej predpostavljamo kontinuirano razporejene podatke in linearno 
korelacijo med preiskovanima analitičnima metodama. Za pridobitev ustreznih statističnih 
rezultatov je priporočljivo, da s preiskovanimi metodami analiziramo vsaj 40 vzorcev in 
zajamemo celotno koncentracijsko območje (28). Rezultate Passing-Bablokove regresije 
predstavimo v obliki razpršenega diagrama, regresijske enačbe in pripadajoče regresijske 
premice, kjer odsek predstavlja konstantno napako, njen naklon pa sorazmerno napako 
meritev. Petindevetdeset odstotni interval zaupanja (IZ) opredeljuje, ali je odstopanje odseka 
od vrednosti 0 ali naklona od vrednosti 1 povsem naključno ali ne. Na podlagi tega lahko 
zaključimo, da sta metodi zares primerljivi ali pa, da je morda potrebno izvesti določene 
ukrepe, s katerimi bi lahko povečali njuno primerljivost. Grafični prikaz »rezidualnih 
vrednosti oz. ostankov« nam prikaže prisotnost ubežnikov ter zazna morebitne nelinearnosti 
med primerjanima metodama. Uporabimo še test kumulativne linearnosti, ki nam pokaže, 
ali na podlagi rezultatov primerjanih metod obstaja značilno odstopanje od linearnosti. Če 
je temu tako, potem ne bi smeli sklepati na primerljivost med njima (32). 
 
 




3.10.1.1 Določanje natančnosti metode z metodo 5 x 5 
Metoda 5 x 5 je eksperimentalni model, ki omogoča preverjanje natančnosti določene 
metode. V ta namen smo uporabili predhodno opisane kontrole (eno z normalno in dve s 
patološkima vrednostma VWF) ter nato v petih zaporednih delovnih dneh vsak dan vsaj 
petkrat izmerili aktivnost VWF v sveže pripravljenih kontrolnih vzorcih z na novo uvedeno 
metodo VWF:GP1bR z uporabo RCo. Vedno je koristno narediti kakšno meritev več in tako 
zagotoviti večjo zanesljivost rezultatov, zato smo v eksperimentalnem delu vsak dan 
omenjene kontrole izmerili šestkrat. Rezultate smo primerjali v seriji (angl. within-run), kar 
pomeni vsakodnevno, in med serijami (angl. between-run), kar pomeni med posameznimi 
dnevi. Rezultate nenatančnosti določanja vrednosti kontrol smo primerjali s tarčnimi 
vrednostmi, ki jih je podal proizvajalec za vsako kontrolo posebej in bi jih morali z novo 
metodo dosegati. Tako smo opredelili natančnost (angl. precision) na novo uvedene metode 
(9). Medtem ko je natančnost kvalitativen pojem, pa je nenatančnost njej soroden 
kvantitativen pojem, ki ga običajno prikažemo kot standardni odmik (SD) oziroma pogosteje 
kot relativno vrednost SD/KV [KV % = (SD/x̄) x 100]. Z metodo 5 x 5 smo za vsako kontrolo 
pridobili 30 meritev in jih statistično obdelali z uporabo testa ANOVA za analizo variance 
podatkov. Tabelo za izvedbo izračunov s testom ANOVA smo povzeli z uradne spletne 
strani Britanskega združenja za klinično biokemijo in laboratorijsko medicino 
(http://www.acb.org.uk/) (30).  
3.11 Metodologija primerljivosti metod  
Najprej smo primerljivost metod, in sicer stare, z uporabo RCo in agregometra in na novo 
vpeljane VWF:GP1bR, prav tako z uporabo RCo ter VWF:GP1b/VWF:Ab, brez uporabe 
RCo, preverjali na osnovi z njimi opravljenih analiz vseh vzorcev (N = 50), nato pa še 
dodatno z uporabo vzorcev z zmanjšano aktivnostjo VWF (N = 25; < 0,50 E/mL). 
Razpršenost izmerjenih podatkov o aktivnosti VWF in splošne statistične parametre vseh 
metod smo primerjali grafično. Z D'Agostino-Pearsonovim testom smo pridobili podatke o 
normalnosti porazdelitve podatkov in ugotovili, da večinoma niso bili normalno 
porazdeljeni. Zato smo za oceno korelacije med primerjanimi metodami uporabili 
»Spearmanov koeficient«. Isti koeficient korelacije smo uporabili tudi za primerjave meritev 
vzorcev z zmanjšano aktivnostjo VWF, saj jih je bilo manj kot 35. Za vsako skupino 
podatkov primerjanih metod smo izračunali še najnižjo in najvišjo vrednost ter mediano s 
pripadajočim 95–odstotnim intervalom zaupanja (IZ). Za vsako skupino podatkov 




primerjanih metod smo izdelali še Bland-Altmanove grafe in grafe korelacije, podatke vseh 
vzorcev pa smo uporabili za izdelavo grafov Passing-Bablokove regresije. Slednje nismo 
izdelali v primeru primerjave rezultatov meritev skupine vzorcev z zmanjšano aktivnostjo 
VWF, saj s to regresijsko analizo dobimo zanesljive rezultate šele v primerih, ko je vzorcev 
več kot 40. V okviru Passing-Bablokove regresije smo izvedli še test »Cusum«, ki nam 
pokaže na morebitno odstopanje podatkov od linearnega modela.   
Metode smo primerjali tudi na podlagi njihovih občutljivostih in specifičnostih. Zato smo 
izdelali krivulje ROC (angl. Receiver operating characteristic) za vsako metodo posebej. 
Krivulje ROC prikazujejo odnos med specifičnostjo in občutljivostjo določenega testa. Os 
X prikazuje resnično pozitivne izide diagnostičnega testa (oziroma občutljivost testa), 
medtem ko so na osi Y prikazani lažno pozitivni izidi testa (oziroma 1 – specifičnost testa). 
Rezultat je krivulja ROC, pod katero pridobimo površino AUC (angl. area under the curve), 
ki pokaže zmožnost testa, da lahko loči med bolnimi in zdravimi. Bolj ko je površina AUC 
bližja vrednosti 1, je test bolj zmogljiv. Krivulja ROC se uporablja v diagnostiki kot 
napovedna pripomoč, s katero poskušamo določiti optimalni prag, pri katerem lahko dobro 
napovemo bolezen in hkrati ne naredimo prevelike napake pri napovedovanju zdravih (33). 
Primerjali smo tudi analitične lastnosti (linearnost in meje zaznavanja, čas izvedbe analize 
in poraba reagentov) na novo vpeljane metode VWF:GP1bR in stare metode z uporabo RCo 
in agregometra ter stroškovni učinkovitosti obeh metod. 
 




4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Kalibracija na novo vpeljane metode VWF:GP1bR 
Graf 1 predstavlja primer uspešne kalibracije v petih točkah, in sicer pri vrednostih 
kalibratorjev aktivnosti VWF 0 E/mL, 0,125 E/mL, 0,25 E/mL, 0,50 E/mL in 1,00 E/mL. 
Vsako koncentracijsko točko smo izmerili štirikrat (na Grafu 1 so predstavljene njihove 
srednje vrednosti). Na uspešno kalibracijo kaže »Pearsonov« koeficient korelacije (r2), ki je 
v našem primeru 0,995 oziroma 99,5 %. Gre za zelo visoko povezanost med izmerjenim 
odstotkom aktivnosti VWF in logaritmirano vrednostjo izmerjene miliabsorbance. 
Kalibracija je namreč uspešna, ko je »r2« nad 95 %. Vse te podatke, vključno z grafom 
avtomatično generira in prikaže aparat ACL TOP. Naloga laboratorijskega delavca na koncu 
je le, da jih potrdi (validira). 
 
Graf 1: Kalibracijska oz. umeritvena krivulja, določena z aparatom ACL TOP 700 pred uvajanjem nove metode 











4.2 Ocena natančnosti na novo vpeljane metode na treh kontrolnih nivojih 
z metodo 5 x 5  
Ko smo uspešno izvedli kalibracijo, smo lahko pričeli z metodo 5 x 5 in analizo kontrolnih 
vzorcev. Graf 2 prikazuje vrednosti »Z-Score« v odvisnosti od časa, ki nam podajajo 
informacijo o tem, koliko so izmerjene vrednosti aktivnosti VWF kontrolnega vzorca 
oddaljene od srednjih vrednosti izmerjenih meritev. Rezultat odstopanja je na Grafu 2 
prikazan v obliki standardnega odmika (SD). Meritve so bile opravljene v petih zaporednih 
delovnih dneh, in sicer vsaka po šest-krat na dan. Skupaj smo dobili 30 točk za vsako 
kontrolno raven posebej, pri čemer nismo opazili nobenih odstopajočih vrednosti oz. 
ubežnikov. 
 
Graf 2: Določanje natančnosti na novo vpeljane metode VWF:GP1bR, z uporabo normalne kontrole (normalna aktivnost 
VWF) z metodo 5 x 5 in z upoštevanjem tarčne aktivnosti 0,96 E/mL. 
Poleg normalne kontrole smo z metodo 5 x 5 analizirali še dve kontroli, in sicer »Special 
Test Control 1 in Special Test Control 2«. Prva ima aktivnost VWF na meji referenčnega 
območja (0,57 E/mL), druga pa pod njo (0,39 E/mL). Tudi v tem primeru nismo zaznali 
nobenih ubežnikov ali odstopanj.  




Rezultate meritev kontrol smo statistično obdelali s testom ANOVA za pridobitev ocene 
analize varianc podatkov. Za vsak kontrolni nivo oz. material smo izdelali graf analize 
kontrolnega materiala, in sicer prikaz aktivnosti VWF tekom petih zaporednih delovnih dni 
(Graf 3) ter pridobili izračune vmesne in celokupne nenatančnosti (Preglednici IV in V). 
Podane proizvajalčeve podatke smo vnesli v preglednico za izračune in s potrditvijo izbirne 
opcije »Accept« izbrali sprejemljivosti naših meritev oz. eksperimentalne nenatančnosti, v 
primerjavi s podanimi meritvami proizvajalca. Verifikacija metode je bila za vse tri nivoje 
kontrol uspešna, in sicer tako znotraj kot tudi med serijami: »Normal Test Control« (tarčna 
aktivnost VWF: 0,96 E/mL), »Special Test Control 1« (tarčna aktivnost VWF: 0,57 E/mL), 
»Special Test Control 2« (tarčna aktivnost VWF: 0,39 E/mL). Ubežnih vrednosti meritev  ni 
bilo.  
 
Graf 3: Grafični prikaz rezultatov analiz kontrolnega materiala pri visokem (»Normal Test Control«) in nizkem kontrolnem 















Preglednica IV: Verifikacijska analiza na novo vpeljane metode VWF:GP1bR, z uporabo RCo pri visokem kontrolnem 
















Proizvajalec reagenčnega sestava navaja, da je na tem kontrolnem nivoju ponovljivost v 
seriji vzorcev 5,1 %, celokupna nenatančnost pa 5,5 %. Mi smo dobili nižje vrednosti KV, 
in sicer 4,7 % tako v kot med serijami. Ker je postavljena mejna vrednost za normalno 
kontrolo 5,5 %, sta obe vrednosti KV, ki smo ju določili sprejemljivi (angl. »Accept«) 
(Preglednica IV).  
Kadar je varianca znotraj serije večja od variance med serijami, je potreben popravek, saj je 
takrat znotraj-laboratorijska varianca enaka tisti znotraj serije. Varianca med serijami pa je 
v takih primerih nastavljena na ničelno vrednost (32). Zato v polju »Relativna med-serijska 
nenatančnost (%KV)« ni izračunane vrednosti. Srednja vrednost (angl. »Mean«) izmerjenih 
aktivnosti VWF  za normalno kontrolo je v našem primeru znašala 93,94 %, medtem ko je s 








Število opazovanj: 30 
Srednja vrednost: 93,94 
Standardna napaka 
povprečja: 0,81 
Povprečje povprečja serij: 93,94 
Povprečje serij SD: 4,46 
Znotraj-serijska varianca: 19,89 








nenatančnost (SD): 4,46 
Relativna znotraj-serijska 
ponovljivost (%KV): 4,7 
Relativna med-serijska 
nenatančnost (%KV):  
Intralaboratorijska 
nenatančnost (%KV): 4,7 
Tarčna ponovljivost (SD):  
Izračunana vrednost SD: 4,79 
Tarčna ponovljivost (%KV): 5,1 
Stopnja lažnih zavrnitev (α %): 5,0 
Verifikacijska vrednost:  6,11 
Zaključek:  Accept 
Tarčna znotraj-laboratorijska 
ponovljivost (SD):  
Izračunana vrednost SD 5,17 
Tarčna znotraj-laboratorijska 
ponovljivost (%KV): 5,5 
Stopnja lažnih zavrnitev (α %): 5,0 
Verifikacijska vrednost: 6,51 
Zaključek: Accept 
Grubbsova kritična vrednost 
(1/5) 5 
Zgornja izstopajoča vrednost  
Spodnja izstopajoča vrednost  




Preglednica V: Verifikacijska analiza novo vpeljane metode VWF:GP1b, z uporabo RCo pri nizkem nivoju aktivnosti VWF 
(»Special Test Control 2«).  
Tarčna ponovljivost (SD):  
Izračunana vrednost SD: 2,19 
Tarčna ponovljivost (%KV): 6,1 
Stopnja lažnih zavrnitev (α %): 5,0 
Verifikacijska vrednost:  2,80 
Zaključek:  Accept 
Tarčna znotraj-laboratorijska 
ponovljivost (SD):  
Izračunana vrednost SD 2,44 
Tarčna znotraj-laboratorijska 
ponovljivost (%KV): 6,8 
Stopnja lažnih zavrnitev (α %): 5,0 
Verifikacijska vrednost: 3,09 
Zaključek: Accept 
Grubbsova kritična vrednost 
(1/5) 5 
Zgornja izstopajoča vrednost  








V primeru nizkega nivoja aktivnosti VWF (»Special Test Control 2«) proizvajalec testnega 
sestava navaja, da je ponovljivost v seriji vzorcev 6,1 %, celokupna nenatančnost pa 6,8 %. 
Mi smo določili nižji vrednosti, in sicer je bil KV v seriji 5,4 %, med serijami pa 1,3 %, pri 
čemer sta obe < 7 %, ki smo jo določili kot mejno vrednost za sprejem ustreznosti meritev 
kontrol z zmanjšano aktivnostjo VWF. Zato smo upoštevali, da je metoda na podlagi meritev 
kontrole »Special Test Control 2« sprejemljiva (angl. »Accept«) (Preglednica V). Srednja 
vrednost izmerjenih aktivnosti VWF za kontrolo »Special Test Control 2« je bila 35,95 %, 
tarčna pa 39 % (0,39 E/mL) (Preglednica V). 
Enako uspešni smo bili tudi pri meritvah kontrole »Special Test Control 1«, ki ima tarčno 
vrednost aktivnosti VWF 57 % (0,57 E/mL). Naša eksperimentalno pridobljena srednja 
vrednost je bila 56,08 % (0,56 E/mL). Ponovljivost v seriji vzorcev naj bi bila 6,6 %, mi pa 








Število opazovanj: 30 
Srednja vrednost: 35,95 
Standardna napaka 
povprečja: 0,36 
Povprečje povprečja serij: 35,95 
Povprečje serij SD: 1,95 
Znotraj-serijska varianca: 3,80 
Med-serijska varianca: 0,21 






nenatančnost (SD): 2,00 
Relativna znotraj-serijska 
ponovljivost (%KV): 5,4 
Relativna med-serijska 
nenatančnost (%KV): 1,3 
Intralaboratorijska 
nenatančnost (%KV): 5,6 




eksperimentalno pridobljena vrednost KV pa je bila 2,8 %. Ker je bila zastavljena mejna 
vrednost 7 %, sta bili obe eksperimentalno določeni vrednosti KV sprejemljivi. 
Preglednica VI predstavlja vse pridobljene vrednosti KV in njihove primerjave s tarčnimi 
vrednostmi KV pri vseh treh kontrolnih nivojih, ki smo jih analizirali. 
Preglednica VI: Prikaz vrednosti KV, določenih pri preverjanju natančnosti na treh kontrolnih nivojih. 
Kontrolni nivoji Tarčne vrednosti KV Pridobljene vrednosti KV V seriji Med serijami V seriji Med serijami 
Normal Test Control  5,1 % 5,5 % 4,7 % 4,7 % 
Special Test Control 1 6,6 % 6,9 % 4,5 % 2,8 % 
Special Test Control 2 6,1 % 6,8 % 5,4 % 1,3 % 
 
4.3 Določanje aktivnosti VWF z na novo uvedeno metodo VWF:GP1bR 
Analizirali smo 50 plazemskih vzorcev. Najmlajši preiskovani bolnik je bil star 15 let, 
najstarejši pa 84. Mediana starosti bolnikov je bila 38 let. V skupini moških bolnikov je bil 
najmlajši star 15 let, najstarejši pa 79, medtem ko je bila najmlajša preiskovana bolnica stara 
22, najstarejša pa 84. Mediana starosti v skupini moških je bila 45, v skupini žensk pa 37 let. 
Vsi podatki o bolnikih so prikazani v Prilogi 1. Pri nekaterih vzorcih so se rezultati aktivnosti 
VWF, določeni s staro metodo z uporabo RCo in agregometra in metodo VWF:GP1b 
(VWF:Ab) brez uporabe RCo razlikovali v tolikšni meri, da se je spremenilo območje 
vrednosti, v katerega bi jih uvrstili glede na rezultate analize. To je bilo prikazano v stolpcu 
»Primerjava koncentracijskih območij aktivnosti VWF glede na metodo VWF:GP1b«. 
Oznaka »da« v tem stolpcu, pomeni spremembo območja vrednosti aktivnosti VWF, v 
katerem se nahaja posamezen vzorec zaradi vrednosti, določene z novo ali staro metodo z 
uporabo RCo, v primerjavi z rezultatom testa VWF:GP1b (VWF:Ab) brez uporabe RCo. Če 
je v obeh stolpcih interpretacija enaka, oba pridobita oznako »DA« za skladnost. V kolikor 
pa interpretacija ni enaka, pa pridobita oznako »NE«. Referenčno območje, na podlagi 
katerega opredeljujemo, če je posamezen rezultat patološki, je tisto, ki velja za metodo 
VWF:GP1b (VWF:Ab) brez uporabe RCo, in sicer 0,50–1,60 E/mL. To referenčno območje 
velja tudi za staro metodo z RCo in agregometrom, medtem ko je za novo metodo 
VWF:GP1bR opredeljeno drugače, in sicer v razponu 0,61–2,34 E/mL, za posameznike s 
KS, ki ni 0, in 0,48–2,10 E/mL za posameznike s KS 0.  
 




4.4 Primerjava metod  
4.4.1 Primerjava stare metode z uporabo RCo in agregometra ter nove 
metode VWF:GP1bR z uporabo RCo  
 
 
Graf 4: Grafični prikaz razpršenosti rezultatov določanja aktivnosti VWF za staro (VWF_RCo_STARA) in na novo vpeljano 
metodo VWF:GP1bR (VWF_RCo_NOVA) (N = 50). 
 
Preglednica VII: Splošna statistična primerjava aktivnosti VWF, pridobljene s staro metodo RCo in novo metodo RCo 
(VWF:GP1bR) (N = 50).  
Statistični parametri VWF-RCo-STARA VWF-RCo-NOVA 
(VWF:GP1bR) 
D'Agostino-Pearsonov test 
(P < 0,05)  
 P = 0,0017 P = 0,0358 
Najnižja vrednost  0 0 
Najvišja vrednost 2,62 1,58 
Mediana 0,50 0,39 
95-odstotni IZ za mediano 0,33–0,68 0,27–0,47 
Spearmanov koeficient 
korelacije (rs; P < 0,0001) 
0,89 




(P < 0,05) 


















Graf 5: Grafični prikaz Bland-Altmanove analize vrednosti aktivnosti VWF, določenih s staro (RCo_STARA) in novo 
metodo VWF:GP1bR (RCo_NOVA) (N = 50). 
 
 
Graf 6: Passing-Bablokova regresija za staro metodo (VWF_RCo_STARA) in novo metodo VWF:GP1bR 
(VWF_RCo_NOVA) (N = 50).   
Rezultati, določeni s primerjanima metodama so med seboj močno pozitivno povezani (rs = 
0,893) (Preglednica VII). Kljub temu pa med njima obstaja konstantna in sorazmerno 
naraščajoča statistična razlika (Graf 6), saj 95-odstotni IZ za odsek premice ne vsebuje 
ničelne vrednosti, 95-odstotni IZ za njen naklon pa ne vrednosti 1. Vendar pa glede na 
bližino omenjenih intervalov vrednostma 0 in 1 ter izsledke testa »Cusum« o linearnosti 
metod in Bland-Altmanove analize (Graf 5), menimo, da lahko omenjeno statistično razliko 
zanemarimo. Ugotovili smo torej, da je na novo uvedena metoda VWF:GP1bR natančnejša, 
zlasti v območju nizke aktivnosti VWF, kjer je imelo veliko vzorcev, testiranih s staro 
Srednja vrednost med RCo_STARA in RCo_NOVA 
Srednja vrednost 




metodo z uporabo RCo vrednost aktivnosti VWF 0. Vrednosti v območju nizke aktivnosti 
VWF so bile pri uporabi na novo vpeljane metode VWF:GP1bR razporejene višje kot v 
primeru testiranja vzorcev s staro metodo z uporabo RCo in agregometra (Graf 4). Z uporabo 
metode VWF:GP1bR smo določili tudi precej nižjo maksimalno vrednost, kar pomeni, da je 
nova metoda iste vrednosti aktivnosti VWF podajala v ožjem območju kot stara. 
4.4.1.1 Analiza vzorcev z zmanjšano aktivnostjo VWF 
Ker je analizna metoda ključna pri vrednotenju vzorcev z zmanjšano aktivnostjo VWF, smo 
želeli še dodatno preveriti primerljivost stare in nove metode s testiranjem tovrstnih vzorcev 
(N = 25), in to kljub temu, da so bili del vseh 50 vzorcev, ki smo jih analizirali že predhodno. 
Uporabili smo enaka statistična orodja, vendar zaradi premajhnega števila testiranih vzorcev 
nismo izvedli Passing-Bablokove regresije. Za oceno korelacije med primerjanima 
metodama smo uporabili Spearmanov koeficient. 
 
 
Graf 7: Grafični prikaz razpršenosti vrednosti aktivnosti VWF, določenih s staro (VWF_RCo_STARA) in novo metodo 
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Preglednica VIII: Splošna statistična primerjava vrednosti aktivnosti VWF, pridobljenih s staro metodo, z uporabo RCo 
in agregometra ter z na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR, z uporabo RCo (N = 25). 
Statistični parametri VWF-RCo-STARA VWF-RCo-NOVA 
(VWF:GP1bR) 
D'Agostino-Pearsonov test 
(P < 0,05) 
P = 0,0851 P = 0,0540 
Najnižja vrednost  0 0 
Najvišja vrednost 0,63 0,47 
Mediana 0,01 0,04 
95-odstotni IZ za mediano 0,00–0,02 0,03–0,25 
Spearmanov koeficient 
korelacije (rs; P < 0,0001) 
0,77 






Graf 8: Grafični prikaz Bland-Altmanove analize vrednosti aktivnosti VWF, določenih s staro (RCo_STARA) in novo 
metodo VWF:GP1bR (RCo_NOVA) (N = 25). 
Pri testiranju vzorcev z zmanjšano aktivnostjo VWF (N = 25) smo opazili podobna dejstva 
kot pri analizi vseh vzorcev (N = 50), in sicer so bili rezultati meritev v nizkem 
koncentracijskem območju VWF natančneje razporejeni pri uporabi na novo vpeljane 
metode VWF:GP1bR kot pri stari metodi RCo (Graf 7). Primerjani metodi sta izkazovali 
močno pozitivno povezanost (rs = 0,76) (Preglednica VIII). Bland-Altmanova analiza je 
pokazala, da je srednja vrednost razlik +0,01, kar je zelo blizu ničelni vrednosti, zato lahko 
Srednja vrednost med RCo_STARA in RCo_NOVA 
Srednja vrednost 




trdimo, da se metodi zelo dobro ujemata. Ob tem pa je bila meritev samo enega vzorca izven 
intervala ujemanja (+/– 1,96 SD od povprečja razlik) (Graf 8). 
4.4.1.2 Primerjava značilnosti obeh metod 
Stara metoda z uporabo RCo in agregometra je zastarela za kvantitativno določanje 
aktivnosti VWF. Sodi v drugo generacijo testov z uporabo RCo in je pol-avtomatizirana. 
Analiza poteka z agregometrom, detekcija rezultatov pa je vizualna in zato subjektivna (18). 
Z njo vzorce analiziramo v serijah. Najbolj zamudna je kalibracija, ki traja eno, včasih pa 
tudi več ur in je odvisna od izkušenosti tehnika, ki jo izvaja. Če kalibracija ne uspe, jo je 
potrebno ponoviti. To pa seveda posledično terja večjo porabo reagentov. Čas za analizo 
enega vzorca je približno deset minut, pri čemer nista upoštevana časa, porabljena za izvedbo 
kalibracije in analizo kontrol. Naenkrat lahko analiziramo le en vzorec, zato se časi analiz 
seštevajo.  
Na novo uvedena metoda VWF:GP1bR je avtomatizirana za kvantitativno določanje 
aktivnosti VWF in deluje na vseh koagulacijskih analizatorjih družine ACL TOP, ki se 
uporabljajo tudi za druge koagulacijske preiskave. Vzorce lahko analiziramo posamično in 
ni potrebno, da so v seriji. Analiza je enostavna in izvajalcem prijazna. Analizo enega vzorca 
traja približno dvanajst minut, pri čemer pa se časi analiz ne seštevajo.  
4.4.1.3 Primerjava linearnosti in meje zaznavanja analita 
Meja kvantifikacije (LOQ) za staro metodo z uporabo RCo in agregometra je 0,25 E/mL 
aktivnosti VWF. Pod to vrednostjo se aktivnosti VWF ekstrapolirajo, kar nam omogoča 
podajanje tistih vrednosti, ki so < 0,25 E/mL in se nahajajo izven linearnega območja metode 
ter so zato nezanesljive. Linearno območje za staro metodo je 0,25–1,00 E/mL. Če je 
aktivnost VWF > 1,20 E/mL, moramo vzorec redčiti, ga ponovno analizirati in rezultat 
pomnožiti s faktorjem redčenja. Drugi, pomemben vzrok za ponavljanje analiz s to metodo 
pa je veliko odstopanje rezultatov od tistih, ki jih določamo z metodo VWF:GP1b 
(VWF:Ab), brez uporabe RCo. Stara metoda je slabo ponovljiva (vrednosti KV so med 20 
in 30 %) (18). Interference, ki motijo meritve pa so: ikteričnost, lipemičnost in hemoliza 
plazemskega vzorca, ki ne sme biti koaguliran. 
Interferenc, ki bi lahko motile na novo uvedeno metodo VWF:GP1bR, praktično ni. Brez 
motenj namreč lahko analiziramo vzorce, v katerih lahko koncentracije hemoglobina 
dosegajo vrednosti 500 mg/dL, bilirubina do 18 mg/dL, trigliceridov do 1327 mg/dL in 




protiteles HAMA do 1 µg/mL. Pufer, ki ga vsebuje reagenčni komplet, vsebuje blokirajoči 
agens za protitelesa HAMA in tako onemogoča lažno povišanje rezultatov ob njihovi 
morebitni prisotnosti. Tudi revmatoidni faktor lahko lažno zviša vrednosti rezultatov 
meritev. S strani proizvajalca podana nenatančnost (KV) za novo vpeljano metodo 
VWF:GP1bR je 5,0–6,9 %, meja detekcije (LOD) pa pri 0,044 E/mL aktivnosti VWF. To 
pomeni, da lahko od vrednosti 0,044 E/mL navzgor s to metodo ločimo med prisotnostjo in 
odsotnostjo analita v vzorcu, vendar pa točnost rezultata ni zanesljiva (34). Sicer pa je 
najnižja še zanesljivo opredeljena aktivnost VWF s to metodo pri 0,07 E/mL, kar je vrednost 
LOQ, s tem podatkom pa je podano tudi njeno delovno območje (0,07–1,20 E/mL) za analizo 
običajnih vzorcev. Proizvajalec testnega kompleta IL trdi, da nova metoda VWF:GP1bR 
dobro korelira tako s staro metodo z uporabo RCo in agregometra (r = 0,965), kot tudi z 
metodo VWF:GP1b (VWF:Ab), ki ne uporablja RCo in se prav tako uporablja v SHL KOH 
UKCL (r = 0,977).  
4.4.1.4 Primerjava časov izvedbe analize in porabe reagentov 
V analizatorju (pri 15 ºC) so reagenti nove metode VWF:GP1bR zanesljivo stabilni 24 ur. 
Če reagente uporabljamo 2 uri na dan, nato pa jih shranjujemo pri 2–8 ºC, so v analizatorju 
kumulativno obstojni do 10 ur. V kolikor reagente uporabljamo 4 ure na dan, nato pa jih 
shranimo pri 2–8 ºC, so v analizatorju kumulativno obstojni do 12 ur. Kadar reagenti niso v 
analizatorju, morajo biti, primerno zaprti, nujno shranjeni v hladilniku. Čas izvedbe za eno 
meritev je v povprečju 12 minut, če pa jih izvajamo več sočasno se trajanje analize podaljša, 
a se kljub temu čas ne sešteva. Kot smo že omenili lahko s staro metodo z uporabo RCo 
in agregometra naenkrat analiziramo le en sam vzorec, zato se pri analizi večih vzorcev 
časi seštevajo. Če torej z novo metodo VWF:GP1bR analiziramo 5 vzorcev sočasno, analiza 
ne traja 60 min pač pa le približno 20 min. Pri tem pa ne upoštevamo časa za kalibracijo, ki 
je ne izvajamo vedno, pač pa le občasno in traja približno 30 min, prav tako pa tudi ne časa, 
potrebnega za analizo kontrol (15 min). Najkrajši čas za izdajo izvida je 1 ura. Sprejem 
vzorcev in centrifugiranje trajata enako dolgo kot pri stari metodi z uporabo RCo in 
agregometra (20 min), priprava in analiza kontrol 45 min, sama analiza vzorcev pa 20 min. 
Na analizatorjih ACL TOP lahko sočasno potekajo tudi druge analize hemostaze.  
Navedene podatke o na novo uvedeni metodi VWF:GP1bR nam je posredoval proizvajalec 
IL (20). 




4.4.1.5 Primerjava stroškovne učinkovitosti 
Cena reagenčnega kompleta za staro metodo z uporabo RCo in agregometra je približno 
850 EUR, z njim pa lahko analiziramo približno štiri vzorce. Glede na to, da se preiskava 
izvaja približno enkrat ali dvakrat na mesec, je potrebno vsakič znova narediti kalibracijo. 
Težava nastane takrat, ko kalibracija ne uspe prvič in jo je potrebno ponoviti. S tem seveda 
porabimo več reagentov kot je predvideno, zato se lahko zgodi, da s posameznim reagenčnim 
kompletom uspemo analizirati samo vzorca dveh bolnikov.  
 
Testni sistem z na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR omogoča analizo 50 vzorcev ali 
kontrol in stane približno 730 EUR, z njim pa lahko zelo verjetno analiziramo 20–30 vzorcev 
bolnikov. Vzorce lahko analiziramo tudi posamično, pri čemer pa je, zaradi pogostejše 
izvedbe analiz kontrolnega materiala, poraba reagentov večja. Prednost na novo uvedene 
avtomatizirane metode je tudi ta, da kalibracijo izvajamo le ob menjavi serije reagentov in 
ne vsak dan. SHL KOH UKCL je s proizvajalcem in uvoznikom reagenčnega kompleta 
VWF:GP1bR dogovorjen, da dobi več pakiranj z isto serijsko številko, zato so kalibracije v 
laboratoriju manj pogoste. Zato predvidevamo, da se bo z uvedbo nove metode VWF:GP1bR 
















4.4.2 Primerjava vrednosti aktivnosti VWF, določenih z metodama 
VWF:GP1b in VWF:GP1bR 
 Primerjavo vrednosti aktivnosti VWF, pridobljene z na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR 
in z metodo VWF:GP1b (VWF:Ab) brez uporabe RCo, smo izvedli na enak način kot v 
prejšnjem primeru. Ponovno smo ločeno obravnavali analize skupnega števila vzorcev (N = 
50) in skupine vzorcev z zmanjšano aktivnostjo VWF (N = 25), ki so bili sicer del 
celokupnega števila vzorcev. Primerjavo med rezultati izmerjenih aktivnosti VWF z metodo 
VWF:GP1b (VWF:Ab) in na novo uvedeno metodo VWF:GP1bR smo predstavili grafično: 
Bland-Altmanova analiza (Graf 10) in Passing-Bablokova regresija (Graf 11) ter prikaz 
razpršenosti podatkov oz. meritev (Graf 9). Z D'Agostino-Pearsonovim testom smo najprej 
preverjali ali se rezultati porazdeljujejo normalno in večinoma ugotovili, da temu ni bilo 




Graf 9: Grafični prikaz razpršenosti vrednosti aktivnosti VWF, določenih z metodo VWF:GP1b, brez uporabe RCo 
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Preglednica IX: Splošna statistična primerjava vrednosti aktivnosti VWF, pridobljenih z metodo VWF:GP1b (VWF:Ab), 
brez uporabe RCo in z na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR, z uporabo RCo (N = 50). 





(P < 0,05) 
P = 0,0397 P = 0,0358 
Najnižja vrednost  0 0 
Najvišja vrednost 2,01 1,58 
Mediana 0,48 0,39 
95-odstotni IZ za mediano 0,32–0,68 0,27–0,47 
Spearmanov koeficient 
korelacije (rs; P < 0,0001) 
0,94 




(P < 0,05) 




Graf 10: Grafični prikaz Bland-Altmanove analize vrednosti aktivnosti VWF, določenih z metodo VWF:GP1b (VWF:Ab), 
brez uporabe RCo in z na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR, z uporabo RCo (N = 50). 
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Graf 11: Passing-Bablokova regresija za metodo VWF:GP1b (VWF:Ab), brez uporabe RCo in na novo vpeljano metodo 
VWF:GP1bR, z uporabo RCo (N = 50). 
Dokazali smo, da sta primerjani metodi med seboj močno pozitivno povezani (rs = 0,94) 
(Preglednica IX). Passing-Bablokova regresija je pokazala, da obstaja med rezultati, 
pridobljenimi z obema metodama konstantna in sorazmerno naraščajoča razlika (Graf 11), 
saj 95-odstotni IZ za odsek premice ne vsebuje ničelne vrednosti, 95-odstotni IZ za njen 
naklon pa ne vrednosti 1. Kljub temu pa, glede na bližino vrednosti obeh intervalov ciljnima 
vrednostma 0 in 1, ter rezultatu testa linearnosti metod »Cusum« in izsledkom Bland-
Almanovo analizo (Graf 10), menimo, da lahko omenjeno statistično razliko zanemarimo. 
Ugotovili smo, da je na novo vpeljana metoda VWF:GP1bR natančneje določila izmerjene 
vrednosti vzorcev z nizkim koncentracijskim območjem VWF, zlasti tiste vzorce, ki jih je 
metoda VWF:GP1b (VWF:Ab) opredelila kot vrednosti »0«. Po drugi strani imamo pri novi 
metodi VWF:GP1bR v visokem koncentracijskem nižjo maksimalno opredeljeno vrednost 











4.4.2.1 Primerjava analiziranih rezultatov vzorcev z zmanjšano aktivnostjo VWF (N = 
25) 
Za dodatno preverjanje primerljivost obeh metod smo ponovno uporabili vzorce z zmanjšano 
aktivnostjo VWF (N = 25), pri čemer smo uporabili enaka statistična orodja kot pri analizi 
vseh 50 vzorcev, z izjemo Passing-Bablokove regresije (premajhno število vzorcev). Za 
oceno korelacije med primerjanima metodama smo uporabili Spearmanov koeficient, saj 
smo analizirali manj kot 35 vzorcev. 
 
Graf 12: Grafični prikaz razpršenosti vrednosti aktivnosti VWF, določenih z metodo VWF:GP1b oz. VWF:Ab 
(VWF_GP1b), brez uporabe RCo in na novo uvedeno metodo VWF:GP1bR, z uporabo RCo (VWF_RCo_NOVA) (vzorci z 
zmanjšano aktivnostjo VWF; N = 25). 
 
Preglednica X: Splošna statistična primerjava vrednosti aktivnosti VWF, pridobljenih z metodo VWF:GP1b (VWF:Ab), 
brez uporabe RCo in z na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR, z uporabo RCo (N = 25). 





(P < 0,05) 
P = 0,0470 P = 0,0540 
Najnižja vrednost  0 0 
Najvišja vrednost 0,51 0,47 
Mediana 0,09 0,04 
95-odstotni IZ za mediano 0,01–0,24 0,03–0,25 
Spearmanov koeficient 
korelacije (rs; P < 0,0001) 
0,81 
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Graf 13: Grafični prikaz Bland-Altmanove analize vrednosti aktivnosti VWF, določenih z metodo VWF:GP1b (VWF:Ab), 
brez uporabe RCo in z na novo vpeljano metodo VWF:GP1bR, z uporabo RCo (N = 25). 
V primeru analiz vzorcev z zmanjšano aktivnostjo VWF smo opazili podobne značilnosti 
kot pri testiranju celokupnega števila vzorcev (N = 50). Ponovno so bili rezultati, določeni 
v nizkem koncentracijskem območju VWF natančneje razporejeni (manjše sipanje) v 
primeru uporabe na novo uvedene metode VWF:GP1bR, v primerjavi s primerjano metodo 
VWF:GP1b (VWF:Ab). To je bilo še zlasti opazno pri tistih vzorcih, katerih vrednosti 
aktivnosti VWF je metoda VWF:GP1b (VWF:Ab) opredelila z vrednostjo »0«. V visokem 
koncentracijskem območju VWF pa so bili rezultati analiz pri obeh metodah podobno 
razporejeni (Graf 12). Ugotovili smo, da sta metodi tudi tokrat močno pozitivno 
povezani(rs = 0,80). Srednja vrednost razlik je bila +0,02, kar je zelo blizu ničelne vrednosti, 
zato lahko trdimo, da se primerjani metodi ujemata. Opazili smo tudi, da sta bila izven 
intervala ujemanja (+/– 1,96 SD od povprečja razlik) le rezultata dveh vzorcev (Graf 13). 
Zaključimo torej lahko, da so rezultati statistične obdelave pridobljenih podatkov boljši in 
natančnejši v primeru uporabe na novo vpeljane metode VWF:GP1bR, v primerjavi z 
metodama VWF:GP1b (VWF:Ab) in staro metodo z uporabo RCo z agregometra. 
Pomembno pa je tudi, da nova metoda VWF:GP1bR močno korelira z obema omenjenima 
metodama. Tudi z Bland-Altmanovo analizo podatkov smo potrdili, da so se v vseh primerih 
primerjane metode vedno ujemale (Grafi 5, 8, 10 in 13).  
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4.5 Kakovost testov za oceno aktivnosti VWF, ki jih uporabljajo v SHL 
KOH UKCL 
SHL KOH UKCL redno sodeluje v mednarodni shemi kontrol »INSTAND«, in sicer s staro 
metodo z uporabo RCo in agregometra ter z metodo VWF:GP1b (VWF:Ab), brez uporabe 
RCo. V zadnjih treh letih sodelovanja niso zabeležili odstopanj pri testiranju kontrol, kar 
pomeni, da je tudi obstoječa stara metoda z uporabo RCo in agregometra v tem laboratoriju 
natančna. Pri tem je pomembno tudi, da je izkušenost osebja v laboratoriju zelo velika, kar 
omogoča, da ne glede na slabo ponovljivost stare metode, SHL KOH UKCL podaja pravilne 
rezultate. Glede na to je jasno, da je obstoječa stara metoda z uporabo RCo in agregometra 
ustrezen standard za ocenjevanje nove metode VWF:GP1bR ob njeni uvedbi. 
Z vpeljavo nove metode VWF:GP1bR za analizo aktivnosti VWF v SHL KOH UKCL, je 
postal nabor testov v tem laboratoriju enak kot tisti, ki ga uporabljajo na eni od najvplivnejših 
hematoloških klinik, kliniki Mayo. Na novo vpeljani test sodi med popolnoma 
avtomatizirane teste tretje generacije metod, ki temeljijo na uporabi RCo. Med testi, ki jih 
uporabljajo v SHL KOH UKCL za oceno aktivnosti VWF, je s strani FDA odobrena metoda 
VWF:GP1b (VWF:Ab) (proizvajalca IL), medtem ko na novo uvedena metoda 
VWF:GP1bR (proizvajalca IL) te odobritve nima, sta pa zato obe označeni z oznako »CE« 















4.6 Ocena ponovljivosti na novo vpeljane metode VWF:GP1bR  
Čeprav smo s pristopom 5 x 5 pridobili podatek o ponovljivosti nove metode, pa smo želeli 
pogledati tudi, kakšna je ponovljivost, če jo uporabimo za analizo sprotnih vzorcev 
pacientov. V Preglednici XI prikazujemo primerjavo rezultatov meritev aktivnosti VWF, 
določenih z novo metodo VWF:GP1bR v istih vzorcih, ki smo jih pomerili dvakrat.  








(39/17.12.2019) 0,018 0,015 
(30/07.01.2020) 0,347 0,360 
(43/10.01.2020) 0,034 0,040 
(48/13.01.2020) 0,193 0,178 
(41/14.01.2020) 0,465 0,451 
(45/21.01.2020) 0,038 0,031 
(27/27.02.2020) 0,274 0,284 
(43/10.03.2020) 0,010 0,024 
(41/25.02.2020) 0,683 0,695 
(55/18.02.2020) 0,425 0,249 
(42/24.01.2020) 0,483 0,466 
(58/07.01.2020) 1,699 1,299 
(61/07.01.2020) 1,535 1,313 
(15/26.02.2020) 1,523 1,262 
(36/15.01.2020) 1,299 1,262 
(46/26.11.2019) 1,260 1,247 
(39/02.06.2020) 1,520 1,348 
(20/27.05.2020) 1,792 1,374 
(39/14.01.2020) 1,674 1,316 
 
Da bi lahko preverili, če se ponovljene meritve aktivnosti VWF, pridobljene z novo metodo 
VWF:GP1bR med seboj razlikujejo, smo uporabili neparametrični Wilcoxonov test za 
povezane spremenljivke. Ugotovili smo, da med pari ponovljenih meritev obstaja statistično 
značilna razlika (P = 0,0033; P < 0,05), k čemur večinoma doprinesejo predvsem vzorci z 
višjimi vrednostmi aktivnosti VWF, kar je prikazano na Grafu 14. Pomembno pa je, da 
razlika med parnimi meritvami v nobenem primeru ni bila klinično pomembna. Zanimivo 
je, da je bila pri višjih aktivnostih VWF druga meritev vedno nižja od prve. Razlog za to bi 
lahko bilo redčenje vzorca pri preseženem delovnem območju.  





Graf 14: Grafični prikaz Wilcoxonovega testa ujemanja ponovljenih meritev istih vzorcev, opravljenih z na novo vpeljano 
metodo VWF:GP1bR, z uporabo RCo. 
Ponovitve meritev za vsak posamezen vzorec so potekale v istem dnevu, najpogosteje v isti 
uri, z istim izvajalcem in na istem analizatorju (ACL TOP 700), tako, da so bili zunanji vplivi 
na rezultate ponovljivosti zanemarljivi. Različne vzorce pa smo analizirali v različnih dneh. 
Zagotovo je bil eden izmed razlogov za nihanje izmerjenih vrednosti merilna negotovost 
merjenca/analita (aktivnost VWF) (28). Opazimo tudi, da je nihanje večje v primeru analiz 
vzorcev s povišanimi aktivnostmi VWF, v primerjavi z ostalimi, zato lahko sklepamo, da na 
nihanje ponovljenih rezultatov bolj vpliva lastnost same metode VWF:GP1bR, ki je morda 
manj natančna v višjih koncentracijskih območjih VWF, kot zgolj merilna negotovost 
analita. To pa verjetno ni tako klinično pomembno. Menimo, da so bili rezultati dovolj 
ponovljivi, da lahko posamezni vzorec analiziramo le enkrat in nam jih ni potrebno 
ponavljati (sicer pa rezultate analiz v dvojniku podajamo v obliki povprečnih vrednosti). 
4.7 Klinični pomen pridobljenih rezultatov  
Zdravniki oz. naročniki preiskav si želijo, da so laboratorijski testi zanesljivi in da 
omogočajo hitro pridobitev rezultatov, da lahko razumejo pomen rezultatov ter da so ti 
uporabni pri diagnostiki. S pomočjo stare metode z uporabo RCo in agregometra je zdravnik 
pridobil rezultate testa šele po sedmih do štirinajstih dneh, saj so se vzorci analizirali v 
serijah. Na novo vpeljana metoda VWF:GP1bR pa omogoča posamično analizo vzorca, 
takoj ko ta prispe v laboratorij. Poleg tega je stara metoda precej nenatančna (KV: 20–30 
%), nova, VWF:GP1bR pa v primerjavi z njo natančnejša (vrednosti KV v seriji 4,5–5,4 % 
in med serijami 1,3–4,7 %). Hkrati je nova metoda VWF:GP1bR tudi bolj zanesljiva oziroma 
pravilna (srednje vrednosti vseh treh kontrol so zelo blizu tarčni vrednosti aktivnosti VWF, 












nove metode VWF:GP1bR, ki je v območju od 0,07 do 1,20 E/mL, ugotovimo, da z njo 
natančneje opredelimo aktivnosti VWF, saj je delovno območje stare metode z uporabo RCo 
z agregometra med 0,25 in 1,00 E/mL.   
Ugotovili nismo nobenih klinično pomembno izstopajočih rezultatov aktivnosti VWF, saj 
so bili vsi, pridobljeni z novo metodo VWF:GP1bR, glede na diagnoze testiranih bolnikov, 
klinično sprejemljivi. Iz Priloge 1 smo izločili rezultate bolnikov z nejasno diagnozo, ki jih 
je bilo 10, nato pa na osnovi referenčnih intervalov za vsako od treh primerjanih metod 
izračunali diagnostično občutljivost in specifičnost. 
V Preglednici XII so prikazane vrednosti rezultatov za vse tri primerjalne metode. Na novo 
vpeljana metoda VWF:GP1bR ima najnižjo specifičnost in najvišjo občutljivost, kar je 
značilnost presejalnih testov. Zato lahko ob sočasni uporabi metode VWF:GP1b (VWF:Ab), 
ki ima najvišjo specifičnost, zagotovimo dobro prepoznavanje bolezni. Graf 15 prikazuje 
krivulje ROC za vsako od primerjanih metod.  
Preglednica XII: Analiza podatkov iz Priloge 1, brez upoštevanja vzorcev bolnikov z nejasno diagnozo. 
 Specifičnost Občutljivost PNV NNV LR+ LR– 
VWF:RCo 
STARA  
(z uporabo RCo 
in agregometra) 










0,86 0,77 0,91 0,67 5,38 0,27 
Legenda: PNV – pozitivna napovedna vrednost; NNV – negativna napovedna vrednost; 
(LR+) – razmerje verjetja za pozitiven izid; (LR–) – razmerje verjetja za negativen izid. 





Graf 15: Prikaz krivulj ROC za staro metodo, z uporabo RCo in agregometra (VWF_STARA), na novo vpeljano metodo 
VWF:GP1bR, z uporabo RCo (VWF_RCo_NOVA) in VWF:GP1b oz. VWF:Ab, brez uporabe RCo (VWF_GP1b); AUC – 
površina pod krivuljo (angl. area under the curve). 
 
4.7.1 Interpretacija pridobljenih rezultatov v kliniki 
Že uvodoma smo omenili, da je postavitev diagnoze VWB težavna. Dodatno jo otežuje tudi 
dejstvo, da ni dokončno podanih mejnih vrednosti, s katerimi bi zanesljivo diagnosticirali 
VWB in določili njene tipe. Nekatere smernice za diagnozo namreč priporočajo vrednost 
aktivnosti VWF 0,30 E/mL, pod katero lahko govorimo o VWB, medtem ko ostala 
priporočila navajajo mejno vrednost 0,40 E/mL. V povprečju se normalne vrednosti 
aktivnosti VWF gibljejo od 0,50 do 1,50 E/mL, vendar pa to ne pomeni, da izven tega 
območja ne obstajajo zdravi ljudje brez povečane nagnjenosti h krvavitvam. Vsekakor so 
znaki bolezni pomembni za upravičen sum na VWB, so pa lahko različni med posamezniki 
in odvisni od tipa VWB, starosti in spola bolnika. Tiste bolnike, ki so nagnjeni h krvavitvam 
in imajo blago zmanjšano aktivnost VWF (0,30 – 0,50 E/mL), nekateri uvrščajo v kategorijo 
oseb s t.i. »zmanjšanjem VWF« (angl. »low VWF«), kar pa še ni VWB. Velja pa, da lahko 








































4.7.2 Analiza bolnikov z nejasno diagnozo (Priloga 1) 
Ob pregledanih meritvah bolnikov z nejasno diagnozo smo napravili tudi naslednje 
zaključke in se o tem pogovorili z lečečimi hematologi:  
• v lahko obliko VWB (tip 1) bi lahko sodili bolniki z ID-številkami 30/07.01.2020, 
48/13.01.2020, 23/24.03.2020 in 61/29.05.2020;   
• med bolnike z VWB nikakor ne sodijo bolniki z naslednjimi ID-številkami: 
33/03.03.2020, 21/27.02.2020, 58/07.01.2020, 36/15.01.2020, 39/14.01.2020; 
• pri bolnici z ID-številko 50/03.03.2020 predvidevamo, da gre za nizke vrednosti 
aktivnosti VWF zaradi krvne skupine »0« in ne zaradi samega VWB.  





Rezultati našega dela kažejo, da je na novo vpeljana avtomatizirana metoda VWF:GP1bR, 
z uporabo RCo, občutljivejša (občutljivost = 0,88), a manj specifična (specifičnost = 0,50), 
v primerjavi s staro metodo z uporabo RCo in agregometra in metodo VWF:GP1b 
(VWF:Ab), brez uporabe RCo.  
Na osnovi podatkov, pridobljenih z metodo 5 x 5 in analize vzorcev 50 preiskovancev, lahko 
zaključimo naslednje:  
1) Na novo vpeljana metoda VWF:GP1bR je sprejemljiva in primerna za prenos v 
klinično prakso, saj izpolnjuje naslednje zahtevane kriterije: 
• ponovljivost v seriji pri normalnih vrednostih: KV < 5,5 %, pri nizkih vrednostih 
pa: KV < 7 %; 
• nenatančnost med serijami pri normalnih vrednostih: KV < 5,5 %, pri nizkih 
vrednostih pa: KV < 7 %;  
• primerljivost določitev aktivnosti VWF v prisotnosti ristocetina (RCo) s staro 
metodo in agregometrom in novo avtomatizirano metodo VWF:GP1bR je v klinično 
sprejemljivih mejah. 
2) Nova metoda VWF:GP1bR vedno opredeli nizke aktivnosti VWF natančneje, v 
primerjavi z metodo VWF:GP1b (VWF:Ab) ali s staro metodo z uporabo RCo in 
agregometra. To še posebej velja za vrednosti, ki jih metodi VWF:GP1b 
(VWF:Ab) in stara metoda opredelita kot vrednosti »0«.  
3) Rezultati, pridobljeni z novo metodo VWF:GP1bR se dobro ujemajo tudi z rezultati 
metode VWF:GP1b (VWF:Ab). 
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Jasna diagnoza VWB 
(51/25.11.



















































































































2020) 26 Ž 
VWB tip 1, 




















2020) 41 Ž 
VWB tip 1, 
komplikacije 
ob porodu 
1,5 2,34 1,393 da ne 
N
E 
Jasna diagnoza z boleznijo, ki ni VWB 
(41/14.01.



























































2020) 19 M 
podaljšan 
































2019) 42 Ž 
izključevanj




2020) 55 M 
hemofilija 





2020) 79 M 
akutno 
dogajanje 2,01 2,62 1,583 ne da 
N
E 




Bolniki z nejasno diagnozo  
(30/07.01.
2020) 36 Ž 
VWB tip 1 














2020) 43 M 
verjetna 





2020) 44 Ž 
sum na 





2020) 73 Ž 
sum na 













2020) 30 Ž 
sum na 





2020) 44 Ž 
sum na 









2020) 32 Ž VWB (?) 1,87 1,54 1,495 ne da 
N
E 
Referenčno območje 0,50–1,60 E/mL je povzeto po metodi VWF:GP1b oz. VWF:Ab; 
z zeleno barvo so označeni vzorci z zmanjšano aktivnostjo VWF, z rožnato vzorci z normalno 
in z modro vzorci s povišano aktivnostjo VWF. 
